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Efectos fisiolégicos de la inhibicion de la percepcion y sintesis de etileno en la mitigacion

del estrés por inundacion en tomate (Solanum lycopersicum L.)

RESUMEN

La produccién de etileno induce las principales respuestas fisioldgicas durante la inundacién en
tomate. Sin embargo, elevadas concentraciones de esta hormona pueden desencadenar
posteriormente un proceso precoz de senescencia que, con diferentes grados de severidad, afecte
la productividad del cultivo y la supervivencia de la planta. El objetivo de esta tesis fue estudiar
la relacién que existe entre el etileno y ciertos procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares
que afectan la capacidad de tolerancia al estrés por inundacién en plantas de tomate. Para ello, se
realizaron distintas experiencias en condiciones controladas de crecimiento donde se compararon,
por un lado, plantas de 28 dias de edad del mutante Never ripe (Nr), caracterizado por poseer una
sensibilidad reducida al etileno, con su genotipo silvestre Pearson (PRS) y, por otro lado, plantas
del cultivar Ailsa Craig (AC) sometidas a la aplicacién del inhibidor de la sintesis de etileno
aminoetoxi-vinilglicina (AVG) respecto a plantas de AC sin tratar. Los resultados mostraron que
las plantas de Nr y AC+AVG retuvieron méas clorofila y sufrieron una menor fotoinhibicién de
los centros de reaccion del fotosistema II (PSII). La mayor proporcién de clorofila a en Nr, se
vincul6 con una eficiencia fotoquimicia del PSII superior. El aumento de la fraccién de la energia
disipada por vias no fotoquimicas en Nr se relaciond con mayor contenido de carotenoides, mayor
relacién carotenoides:clorofilas y menor presencia de especies reactivas de oxigeno. Las
limitaciones no estomaticas de la fotosintesis desempefiaron un papel importante en PRS, en
correspondencia a una disminucién de la actividad de la enzima Rubisco. El aumento de la
expresion génica vinculada a enzimas proteoliticas en PRS afecté el contenido de proteinas,
especialmente el de Rubisco. Se concluye que la capacidad de conservar los pigmentos, contar
con mejores vias disipativas de la energia, menor degradacién proteica y mayor actividad y
eficiencia de carboxilacién por la Rubisco, constituyen los motivos principales por los que las
plantas de tomate con menor sensibilidad y sintesis de etileno tendrian una mayor capacidad de

tolerar el estrés por inundacion.

Palabras claves: inundacion del suelo, tomate, fluorescencia de la clorofila, senescencia, never

ripe.
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Physiological effects of inhibited perception and synthesis of ethylene in the mitigation of

flooding stress in tomato (Solanum lycopersicum L.)

ABSTRACT

Ethylene production induces some of the most important physiological responses to flooding in
tomato. However, sustained high concentrations of this hormone can trigger an early senescence
process that could affect crop productivity and plant survival. The objective of this thesis was to
study the relationship between ethylene and the physiological, biochemical and molecular
processes that affect the ability of tomato plants to tolerate flood stress. For this, different
experiments were carried out under controlled growth conditions where, 28-day-old plants of the
Never ripe (Nr) mutant, characterized by a reduced sensitivity to ethylene, were compared with
its wildtype Pearson (PRS). In addition, Ailsa Craig (AC) cultivar plants treated with
aminoethoxy vinyl glycine (AVG), an ethylene synthesis inhibitor, were compared with untreated
AC plants. The results showed that Nr and AC+AVG plants retained more chlorophyll and
suffered a lower photoinhibition of the photosystem II (PSII) reaction centers. The highest
proportion of chlorophyll a in Nr was linked to a high photochemical efficiency of the PSII. The
increase of the fraction of energy dissipated by non-photochemical pathways in Nr was related to
a higher carotenoid content, a higher carotenoid:chlorophylls ratio, and lower presence of reactive
oxygen species. The non-stomatic limitations of photosynthesis played an important role in PRS,
corresponding to a decrease in the Rubisco enzyme activity. The increase in gene expression was
linked to proteolytic enzymes in PRS affecting protein content, especially Rubisco. It is therefore
posible to conclud that the ability to maintain pigments levels and to have better dissipative
pathways of energy, less protein degradation, and greater activity and efficiency of carboxylation
by Rubisco, could represent the main reasons why tomato plants with less sensitivity and synthesis

of ethylene have a greater ability to tolerate flooding stress.

Key words: soil flooding, tomato, chlorophyll fluorescence, senescence, never ripe.
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1. INTRODUCCION

1.1. El tomate

1.1.1. Origen y taxonomia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie originaria de América del Sur, mads
precisamente de la regiéon Andina comprendida entre el sur de Colombia y el norte de Chile.
Aunque hasta hoy en dia existen aspectos poco claros respecto a su origen y domesticacion (19),
se cree que fue llevado a Centroamérica donde se domesticé y ha sido parte de la dieta basica en
esa region por siglos. Aparentemente, el tomate ya se encontraba integrado a la cultura azteca al
momento de la llegada de los espafioles. En Europa no existen registros de la especie para periodos
anteriores a la llegada de los colonizadores a América, existiendo al respecto fuertes indicios de
que su distribuciéon mundial tuvo origen a partir de las primeras expediciones de colonizacién.
Los primeros usos del tomate en Europa fueron con fines ornamentales debido a sus flores
amarillas y frutos también amarillos o rojos. Espaiia e Italia fueron los primeros paises del viejo
mundo en incorporarlo como hortaliza, aunque durante muchos afos se lo consideré6 como no
apto para el consumo ya que muchas Solandceas nativas europeas contienen glicoalcaloides
téxicos (19). Los portugueses fueron quienes consolidaron su comercio en el sur de la India en el
siglo XVI, pero su cultivo en escala comercial parece iniciarse recién a finales del S. XIX. Fue
Europa el punto de partida para su reingreso en América, pero esta vez en los paises del norte
(Estados Unidos y Canad4), siendo actualmente Estados Unidos el tercer productor mundial de

tomate fresco, luego de China e India (Figura 1; 57).
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Figura 1. Produccién de tomate a nivel mundial. Ranking de los 10 paises con mayor produccién de tomates
frescos (millones de toneladas). Fuente: FAOSTAT, (57) consultado el 1/8/2018.

1.1.2. La planta: descripcion botdnica y hdbitos de crecimiento
El tomate es una especie potencialmente perenne, pero se la cultiva como anual debido a la
disminucién del rendimiento (cantidad y calidad) luego del primer ciclo productivo. La planta,

perteneciente a la familia Solanaceae (Tabla 1), posee un sistema radical pivotante, con una raiz
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principal y abundantes ramificaciones secundarias. La mayor concentracion de raices se ubica
entre los 0,3 y 0,5 m de profundidad, pudiendo superar hasta 1,5 m de profundidad. El tomate es
propenso a la formacién de raices adventicias (RA) en la base del tallo que contribuyen al mejor
soporte de la planta, mejorando en algunos casos la absorcién de agua y nutrientes (73), como la
tolerancia a ciertos tipos de estrés (184).

El tallo es herbaceo, con un didmetro caracteristico de entre 2 y 4 cm, inicialmente erecto y
cilindrico con abundantes pelos glandulares y no glandulares que crecen desde la epidermis y que
al romperse liberan un fluido amarillento con olor caracteristico. En un momento comprendido
generalmente entre la hoja nimero 7 y 9 el apice se transforma en una inflorescencia terminal y
la yema lateral, situada en la axila de la dltima hoja iniciada, se convierte en el nuevo vértice y
parece crecer a lo largo del eje inicial al desplazar la inflorescencia a una posicién lateral (73).
Este patrén de crecimiento simpodial continda tras cada inflorescencia. En las axilas de las hojas
se sitdan ademds yemas que dan brotes y pueden comportarse como principal, dando a la planta
porte arbustivo. A medida que contindia el crecimiento y la planta gana peso, el tallo tiende a
volcarse (decumbente o rastrero) y toma forma angulosa (147).

Segtin el habito de crecimiento del tallo, las variedades comerciales pueden clasificarse en dos
grandes categorias: determinados e indeterminados (9). Por definicidn, todas las cultivares de
tomate se considerarian como “determinados”, dando que cada meristema apical termina en una
inflorescencia. Sin embargo, ciertas variedades se clasifican como “indeterminados” debido a que
continuamente producen unidades simpodiales (94). Estos tltimos, se caracterizan por ser plantas
de mayores tasas de crecimiento en las yemas vegetativas de las axilas de las hojas, y por
conservar siempre su dpice en estado vegetativo, por lo que alcanzan gran altura. Ademads, poseen
un solapamiento importante ente el crecimiento vegetativo y el reproductivo, observandose por
lo general 3 hojas en promedio entre racimos consecutivos. A este grupo corresponden
generalmente los tomates utilizados para produccién en invernaderos (73). Los materiales de
habito determinado son, por el contrario, menos vigorosos, de baja altura (0,7 a 1,0 m) y con
menor solapamiento entre fases; en este caso emiten entre 1 y 2 hojas entre racimos. Es comiin
que luego de que la planta genere 3 o 4 racimos el dpice terminal pase al estado reproductivo
(racimo terminal) cumpliendo un ciclo total de aproximadamente 100 dias; si las condiciones son
favorables, la planta puede retomar el crecimiento vegetativo desde un brote axilar. Los tomates
determinados se los emplea mds a menudo en cultivos a campo, aunque en Argentina también se
las utiliza en invernaderos para concentrar la produccién en periodos cortos (143).

Las hojas compuestas, pinatisectas e irregulares se disponen en forma alterna sobre el tallo con
una filotaxia 2/5 (73), y con un nimero variable de foliolos lobulados (generalmente de 7 a 9). Al
igual que el tallo, las hojas estan recubiertas por pelos celulares y tricomas glandulares.

Las flores estan constituidas en un racimo floral o inflorescencia, cada una de color amarillo,

constituyéndose normalmente en un nimero de 4 a 12 flores. Las mismas son perfectas o
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hermafroditas y cominmente se autofecundan. El ovario sipero puede ser bicarpelar (en el caso
de tomates tipo cherry o perita) o pluricarpelar (tomates del tipo redondo), conteniendo numerosos
primordios seminales, por lo que producen bayas polispermas. Los carpelos se presentan en
posicién oblicua con respecto al plano medio de la flor.

El fruto es una baya carnosa de superficie lisa o acostillada, cuyos l6culos estdn cargados de una
sustancia gelatinosa que recubre a las semillas a la madurez. Luego de la polinizacién y
fecundacién comienza el desarrollo del fruto por procesos de division celular en primer lugar y
luego de crecimiento celular. Desde que la polinizacién ocurre, transcurre un periodo de entre 6
y 10 semanas hasta la maduracién del fruto. La mayoria de las variedades de tomate utilizadas en
Argentina son hibridos, y segtn el tamafio y forma de los frutos se consideran tres principales
tipos comerciales: redondo (incluye los denominados tomates “larga vida™), perita y cherry. En
la dltima década la participacién promedio de cada tipo comercial en la oferta del Mercado Central
de Buenos Aires fue de 62,1 % para el Redondo; 33,6 % para el Perita y 4,2% de Cherry. El color
es inicialmente verde, pero a la madurez varia en relacién a la naturaleza y proporcién de los dos
pigmentos principales (licopeno y beta-caroteno) siendo el color rojo el mas comun, aunque
también existen cultivares con frutos de color amarillo, pudiendo ser rojo, amarillo, naranja,
violeta o combinaciones de éstos. Son frutos tipicamente climatéricos cuyo peso fresco varia
segun el tipo comercial del que se trate entre 10 y 500 g, de los cuales el 92,5 - 95% estd
constituido por agua. Las semillas son pequeifias, grisidceas, de forma discoidal-lenticular
comprimida, con el embridn enrollado y cuyo didmetro es mds o menos uniforme, las que se
encuentran recubiertas de vellosidades. Su viabilidad promedio es de 3 a 4 afios y pueden

encontrarse de 290 a 350 semillas por gramo (33).

Tabla 1. Clasificacién taxondmica del tomate segtin Foolad, (59)

Reino Plantae
Subreino Traqueobinta
Superdivision = Spermatophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie lycopersicum

1.1.3. Importancia economica del cultivo

Desde el punto de vista econémico, el tomate es, luego de la papa, la especie horticola més
cultivada a nivel mundial (73), y se sitda en el primer lugar dentro de los cultivos que se realizan
bajo cubierta. Su consumo es muy popular y constituye un alimento tipico en las dietas de las

poblaciones de todo el planeta.
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Actualmente su cultivo se realiza en muchas partes del mundo y se adapta diferentes modalidades
de produccidn de acuerdo a las caracteristicas agro-climéticas, sociales, econémicas y de mercado
de cada region en particular. De acuerdo con los datos disponibles (57) se estima que mads del
70% de la produccién actual de tomate se concentra en apenas 10 paises (Figura 1), entre los
cuales China ocupa el primer lugar con mds del 60%, seguido por India, Estados Unidos y
Turquia.

Debe considerarse que originalmente fue cultivado respetando un ciclo primavero-estival, pero el
desarrollo de nuevas técnicas y tecnologias de produccién, como el uso de invernaderos y riego
por goteo, ha permitido el cultivo fuera de estacién para la obtencion de primicias, como asi
también la produccion en climas donde la planta no podria desarrollarse naturalmente (desiertos
y climas frios). El mejoramiento genético ha contribuido a que el tomate se posicione entre los
alimentos de mayor produccion mundial. En el mercado de semillas existe una gran oferta
disponible abarcando variedades e hibridos de alto potencial. Ademds, la genética moderna ha
introducido genes especificos para mejorar el comportamiento de la especie ante patégenos, como
asf también la calidad de la fruta en la post-cosecha (tomates larga vida).

En Argentina, los tipos de sistemas de produccién de tomate se diferencian en dos, a campo y
bajo cubierta. La produccién de tomate a campo puede tener dos destinos, el consumo en fresco
o la industria (produccién de puré, pulpa y salsas principalmente), mientas que lo que se produce
bajo cubierta tiene como principal destino el mercado en fresco. Segin el Censo Nacional
Agropecuario del afio 2002 (dltimos datos oficiales disponibles) (126), el 87% de la produccién
a campo se distribuye entre las provincias de Mendoza, Salta, Jujuy, Rio Negro, San Juan, Buenos
Aires, Catamarca y Santiago del Estero, y el 87,7% de la superficie cultivada en invernaderos se
concentra en Corrientes (53,3%) y Buenos Aires (34,4%). Segtn el Ministerio de Agroindustria
(125), el principal destino de la produccién nacional es el mercado en fresco, estimdandose un
ingreso al Mercado Central de Buenos Aires de unas 120.000 toneladas anuales provenientes de
la regién NEA (Corrientes), NOA (Salta y Jujuy), Cuyo (Mendoza y San Juan) y Bonaerense (La
Plata). Desde ya hace varios afios, la produccién de tomate para industria viene en crecimiento,
adquiriendo actualmente una importancia considerable (entre el 35 y 40% del tomate
comercializado), siendo el origen de la mayor parte de esta produccién la regién de Cuyo, NOA
y Rio Negro (126).

En la provincia de Formosa, la produccién de tomate es mayoritariamente a campo y se concentra
en la regién productiva Subtropical Norte, conformandose en los ultimos afos una cuenca

tomatera (aproximadamente 200 familias) con centro en la localidad de Laguna Naineck (2).
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1.2. Etileno

1.2.1. Historia: la molécula y la hormona

La combustién incompleta de hidrocarburos libera etileno y otras olefinas o alquenos similares,
que tienen la particularidad de poseer un doble enlace entre las moléculas de carbono. Este
fenomeno fue aprovechado empiricamente desde hace mas de un centenar de afios por agricultores
para la maduracién de frutos, la proteccion de las cosechas y la induccion a floracién en muchas
especies cultivadas (1). Se debe sefialar que el fundamento de estas técnicas y, sobre todo, la
presencia y rol del etileno, fue por mucho tiempo desconocido. Tal es asi que los primeros indicios
del efecto negativo de un gas proveniente de la combustion parcial en lamparas a carbon, se
observo por la senescencia y abscision foliar en plantas dentro de invernaderos y del arbolado
publico iluminados con éstas. Luego de muchos afios de investigacion se pudo determinar la
presencia de etileno en estos gases de iluminacién, y en 1934 R. Gane y sus colaboradores lo
estudiaron quimicamente, identificindolo como un producto natural del metabolismo de las
plantas, que debido a sus importantes efectos sobre los vegetales podia ser clasificado como una
hormona (175; 179).

El etileno se caracteriza por su estructura simple, cuyo peso molecular es 28,05 g mol, debido a
que se trata de una molécula constituida por dos dtomos de carbono y cuatro de hidrégeno. A
diferencia de las restantes hormonas, se presenta en forma gaseosa a temperatura y presion
ambiente. Esto le confiere caracteristicas particulares como ser la facilidad para difundir
libremente por los espacios intercelulares, posibilitando una respuesta generalmente rdpida y
uniforme, como asi también difundir hacia el exterior de la planta constituyéndose en un factor
de regulacién de su concentracién enddégena (12). Ademads, otro modo de regulacién de su
concentracion interna es a través de la velocidad de su sintesis, sin ser necesario un sistema
metabdlico adicional para limitar la concentracién de hormona libre (10). Se considera que los
meristemas son unas de las partes de las plantas mds activas en la produccién de esta hormona,
aunque sus efectos se manifiestan durante todo el ciclo de vida, atin a concentraciones
extremadamente bajas (10). No obstante, fueron identificados momentos precisos en los cuales
se producen incrementos repentinos o “picos” caracteristicos de produccién de etileno como ser
durante la abscision de hojas, la senescencia de las flores y la maduracién de los frutos. Un efecto
tipico del etileno es el denominado “triple respuesta” que fue descrito por primera vez en 1901
por Neljubov (179). Este fendmeno, hace referencia a la reduccion del alargamiento del tallo, el
engrosamiento del hipocétilo y el cambio de orientacion del desarrollo generando un gancho
plumular cerrado cuando las plantulas se hacen crecer en ausencia de luz y en presencia de acido
1-aminociclopronano-1-carboxilico (ACC) (17), molécula precursora del etileno. Hoy en dia esta

respuesta es utilizada como criterio de seleccion de mutantes insensibles al etileno.
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1.2.2. Biosintesis de etileno

En la Figura 2 se esquematiza la via de biosintesis de etileno en plantas superiores descrito por
Yang y Hoffman (193). El amino4cido metionina es el precursor del etileno, y la formacién de S-
adenosilmetionina (SAM) a partir de la metionina se considera como la primera etapa de la ruta
de sintesis. Esta reaccion es catabolizada por la enzima SAM sintasa pero no es especifica, ya que
se comparte con otras rutas como la sintesis de poliaminas y la transmetilaciéon de lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos (10). La posterior conversiéon de SAM en ACC constituye la
primera etapa especifica de esta via y es llevada a cabo por la ACC sintasa (ACS), enzima que, al
igual que otras, es dependiente del fosfato de piridoxal (PLP o vitamina B6) el cual constituye un
cofactor para su funcién enzimatica (181). La conversiéon de SAM en ACC por medio de la ACS
es considerada como el principal mecanismo regulador de la produccién de etileno (65; 193), ya
que aun en su fase de mixima actividad la enzima es muy escasa, y posee ademds una corta vida
media. Los niveles de ACS son regulados por factores enddgenos y exdgenos como ser la
presencia de auxinas, el estrés provocado por sequia, enfriamiento, inundacién y heridas (65;
175). No todo el ACC se convierte en etileno, también puede ser enziméticamente transformado
en N-malonil ACC (Figura 2), el cual se acumula en vacuolas (65). La etapa final estd
representada por la oxidacion de ACC a etileno mediada por la ACC oxidasa (ACO) enzima que
requiere iones hierro y ascorbato para funcionar (181). La ACO tiene alta afinidad por su sustrato
y, al ser una oxigenasa, necesita del oxigeno (O») para su actividad. Tanto la ACS como la ACO
poseen mecanismos de inactivacion que servirian como mecanismo bioquimico para limitar la
produccién de etileno (65). En la primera, la unién de la SAM a su sitio activo origina un
compuesto que la inactiva irreversiblemente (inactivacion por sustrato o “suicida”), mientras que
en la ACO se supone una inactivacion catalitica que atin se desconoce precisamente su mecanismo

(10; 181).
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Figura 2. Ruta de biosintesis de etileno y ciclo de Yang en plantas superiores. AIA, 4cido indolacético;
AOA, 4cido amino-oxiacético; AVG, aminoetoxi-vinilglicina. Adaptado de Taiz y Zeiger, (175).

El denominado “ciclo de la metionina” o “ciclo de Yang” (Figura 2) representa un mecanismo de
reciclaje del grupo CH3-S de la metionina en forma de metiltioadenosina (MTA) y otros
intermediarios. El resultado neto del ciclo de Yang es la formacién de etileno desde el anillo de
ribosa del ATP, mientras que el grupo sulfhidrilo se conserva para regenerar metionina. Esto
posibilita mantener una alta tasa de produccién de etileno a partir de la disponibilidad de ATP
pese a la baja concentracién de metionina intracelular (10).

Existe una gran diversidad de factores enddgenos y exdgenos que estimulan o suprimen la
produccién de etileno en las plantas. Como se coment6 anteriormente, actividad de la ACS es uno
de los principales mecanismos de regulacién de la sintesis de la hormona (16; 110), y debido a
que dicha enzima es codificada por una familia de genes extremadamente grande y muy diferentes
entre si, podria decirse que es un mecanismo complejo y especifico. La expresion de los genes
que inducen la produccién de etileno dependerd, por tanto, de la especie que se trate, situacién
bioldgica en la que se encuentre o tipo de estrés al cual esté sometida, confiriéndole a la planta la
capacidad de promover diferentes procesos en respuesta a determinado estimulo. Por ejemplo, en
tomate, uno o varios genes intervienen en respuesta a las auxinas, otros durante la maduracion del

fruto y otros por heridas (10). La especificidad de las respuestas al etileno es algo muy interesante
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y estd siendo todavia estudiado. Por ejemplo, células muy cercanas pueden responder de manera
diferente (ej. células que formaran el endosperma mueren, mientras que las del embrién continian
vivas durante el desarrollo de la semilla), o la posibilidad de que coexistan hojas senescentes y
otras jovenes en la misma planta. Existen teorias que permiten explicar algunas de estas cuestiones
(179).

El etileno tiene la capacidad de regular su propia sintesis, proceso denominado “autocatalisis del
etileno”, un comportamiento caracteristico durante la maduracion de los frutos climatéricos o la
senescencia de ciertas especies de flores (193). Aparentemente, se produce inicialmente la
induccién de la ACO, de manera tal que se incrementan los niveles de etileno sin que esto afecte
al nivel de ACC, su precursor metabdlico. Posteriormente se estimula la actividad de la ACS, con
lo que aumenta el ACC, lo que junto a la previa induccién de ACO, se traduce en un aumento
masivo de la generacién de etileno (10). En otras ocasiones el etileno puede también atenuar
répidamente su biosintesis mediante un proceso denominado autoinhibicién en donde la

inhibicién de la ACS, ACO y el contenido de ACC juegan un papel fundamental (10; 193).

1.2.3. Sefializacion del etileno

La percepcién y transmision de la sefial mediada por el etileno es un mecanismo muy estudiado
(179), y gran parte de la base de este conocimiento se ha construido mediante numerosos estudios
realizados inicialmente sobre familias de mutantes de Arabidopsis thaliana cuya sensibilidad y
percepcion de la hormona veian afectadas (68). Posteriormente se ha extendido a otras especies
como el tomate (39; 99). En la Tabla 2 y la Figura 3 se resumen los principales componentes de
la cadena de sefalizacién del etileno y su funcionamiento. Ademds existen revisiones muy

completas que podrian ser consultadas para mayor detalle al respecto (10; 37; 39; 98; 112).
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Tabla 2. Principales componentes de la cadena de sefializacion del etileno

Componente Descripcion y funciones Referencias
ETR1 Primera proteina identificada como receptor del etileno en | (39; 68;99)
(ethylene resistant | Arabidopsis.

1) Los mutantes etr] son insensibles al etileno.

Andlogo a proteinas histidinas-quinasas bacterianas.

Se ubican en reticulo endoplasmatico.

Necesitan Cu* para formar el dimero receptor del etileno.

En tomate 7 proteinas: de ETR1 a ETR7 codificadas por genes
LeETRI a 7 respectivamente.

CTR1 Proteinas quinasas, las que interactdan directamente con los | (93; 112;
(constitutive triple | receptores ETR y ERS. 179)
response 1) La mutacioén ctrl origina un fenotipo que manifiesta de forma

constitutiva la respuesta al etileno.

La interaccion receptor-CTR actiia como un regulador negativo de
la ruta de sefializacion. La unién del etileno a los receptores
suprime la inhibicién y desencadena la cascada de sefializacién.

EIN2 Proteina integral de membrana. (13; 175;
(ethylene Se encuentra corriente abajo de los receptores y de la unién al CTR. | 179)
insensitive 2) Actta después del CTR.

Los mutantes ein2 tienen bloqueadas las respuestas al etileno tanto
en estado de plantulas como en plantas adultas.
Regula la disponibilidad del factor de transcripcién EIN3.

EREs Elementos de transcripcién que se disponen por debajo de EIN2. (15)
(ethylene Interactian entre si en la regulacion transcripcional de los genes de
response respuesta al etileno.
elements) Se unen a secuencias concretas de los promotores de los factores de

respuesta al etileno (ERF).
ERFs Se unen a los promotores de los genes regulados por el etileno, | (98; 179)
(ehtylene induciendo genes concretos controlando respuestas especificas del

response factors) | etileno.
Interactian con proteinas reguladas por otras hormonas
determinando interconexiones hormonales.

Etileno
Cu?t
| | Ret.Endoplasmatica
[ETR1
\ | CTR1
\ —_—
Enausencia de etileno, ETR1 y los otros \ ' Activacién

receptores activan la actividad kinasa de
CTR1. Esto mantiene la represién de la
via de respuesta deletileno. La union de

etileno al ETR1 produce su activacién, lo
queinactiva a CTR1 I

La inactivacion de CTR permite
la activacion de la proteina

transmembrana EIN2. [
N3
R

Nucleo__
El

EIN2 en estado activo enciende
la familia defactores de
transcripcion ERF1. Esto induce
cambios en |a expresion delos
genes guefinalmente se
traduciran en alteracionesen
las funciones celulares. Genes de respuesta

Factores de
Transcripeion |

al etilene

Figura 3. Modelo simplificado de sefializacién del etileno en Arabidopsis. Por simplicidad, solamente se
representa el receptor ETR1, pero debe considerarse que son muchas las isoformas de estas proteinas.
Adaptado de Taiz y Zeiger, (175).
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1.2.4. Funciones fisiologicas del etileno durante el desarrollo de la planta

Los procesos fisiolégicos que ocurren durante la vida del vegetal y que estan regulados por el
etileno son muchos y entre ellos podrian citarse la germinacién de semillas, la iniciacién floral,
la senescencia foliar y la abscisién de 6rganos (1). Ademads, el etileno se caracteriza por ser una
hormona vinculada a procesos inhibidores del desarrollo y en respuestas al estrés, por lo que
resulta clave para los procesos de aclimatacion (10). En la Tabla 3 se enlistan algunos aspectos
considerados como respuestas generales mediadas por el etileno segtin diferentes autores. Ademas
de esto, se debe tener en cuenta que la sefializacion de etileno estd sujeta también a
interconexiones con las sefiales de otros reguladores y estimulos (ej. giberelinas, auxinas, dcido
jasmoénico y luz) donde ciertos detalles atin no se han aclarado (112). Es asi que todos estos son
fenomenos muy complejos sobre los que atin debe profundizarse el conocimiento para su total

comprension.

Tabla 3. Efectos fisioldgicos a los que se relaciona el etileno durante el proceso de desarrollo de las plantas.

Efecto fisioldgico Descripcion Fuente
Ruptura de dormicién = En interaccién con otras hormonas y factores (10)
de semillas ambientales.
Triple respuesta Permite a la planta superar impedancias mecdanicas a7
durante el proceso de emergencia.
En interaccién con auxinas.
Promocién de la Inhibe crecimiento vertical de raiz mediante un (174, 175)
expansion radial de cambio de ordenamiento de microtibulos de celulosa.
raices Proceso modulado por giberelinas.
Promueve formacién | En interaccion con auxinas. 40)
de raices laterales y
adventicias
Inhibe expansién Inhibe alargamiento celular. (10)
foliar En interaccién con giberelinas.
Alargamiento del A su vez se relaciona con un aumento de giberelinasy | (83)
tallo y peciolo en disminucién del dcido abscisico (ABA).
plantas sumergidas
Interviene en el Vinculado a procesos de formacion de aerénquima, (179)
proceso de muerte emergencia de raices adventicias, muerte del
celular programada endosperma de semillas, senescencia foliar y floral.
Constituye parte del Inhibicién del desarrollo de la enfermedad ante (153)
sistema de defensa de | infecciones patogénicas.
la planta
Regula el proceso de  (Ver apartado 1.4.4. Senescencia anticipada durante la = (102)
senescencia inundacion)

Maduracién de frutos

Coordina y uniformiza proceso de maduracién.

En frutos climatéricos: induccién de genes especificos
vinculados a la maduracién. Antecede al pico
respiratorio. Promueve ciertas ACS (autocatalisis). La
aplicacién exdgena induce cambios madurativos.
Frutos no climatéricos: No se produce pico
respiratorio. En algunos casos se observo la inhibicién
de ACS por etileno (frutilla y citricos).

(105 17; 39; 1165 177)
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1.2.5. Etileno y el control de las respuestas al estrés

En general, cuando las plantas se encuentran frente a diferentes condiciones predisponentes de
estrés, tanto por agentes bidticos como abidticos, se ha observado una respuesta tipica que implica
una mayor produccién de etileno, lo que algunos autores denominan “etileno del estrés” (193).
En esta situacién en particular, y aunque la respuesta suele ser bastante especifica, se ha
demostrado que la activacién de la ACS y la ACO son mecanismos comunes (10). El etileno
producido en dichas condiciones estd involucrado en la activacién de las respuestas al estrés como
son la muerte celular, la abscision, la senescencia y el aumento de la resistencia a enfermedades
(39). Como ejemplo de estas respuestas se podria citar la promocion de la acumulacién de prolina
y el aumento de la actividad del sistema de detoxificacién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS") durante el estrés por sequia (42); la induccién de epinastia® en situaciones de inundacién
y déficit hidrico (41); y las respuestas de la planta frente al ataque de diversos patégenos, un
mecanismo complejo y muy especifico de la interaccién huésped-patégeno (153), pudiendo en
algunos casos inducir la resistencia mediante la promocién de la expresién de proteinas

relacionadas a la patogénesis (10) en un efecto combinado con el dcido jasmoénico (175).

1.2.6. Inhibidores del etileno

El uso de inhibidores que actien en diferentes etapas de sefializacion de las hormonas tiene, y ha
tenido, gran importancia para la compresién de los mecanismos y procesos fisiolégicos con los
que estos componentes vegetales estin relacionados. Concretamente, los inhibidores de etileno,
ademads de su uso con fines cientificos, se emplean comercialmente como retardantes quimicos
de los procesos madurativos de frutos y la senescencia de hojas y flores, manteniendo las
propiedades organolépticas y prolongando la vida post-cosecha de los mismos (13). A modo de
resumen se presenta la Tabla 4 y una breve descripcién de los inhibidores quimicos del etileno

mas comunes.

1 ROS. Por su acrénimo del inglés: Reactive Oxygen Species.

2 La modulacién diferencial de la velocidad de crecimiento de las células de la parte ventral del peciolo respecto a las de la parte
dorsal, produce un curvamiento de la hoja hacia abajo (110) disminuyendo la deshidratacién foliar en una situacién en la cual la
conductividad hidraulica de las raices es muy baja o nula (82).
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Tabla 4. Estrategias para la inhibicion del etileno. Tomado y modificado de Serek ef al., (165).

Proceso — Sitios Inhibicion fisico-quimica Inhibicion molecular

ACC sintasa . . i3 .

(ACS) AVG; AOA,; alto CO, ACS antisentido’; co-supresion de ACS

ACC Expresion de la ACC desaminasa bacteriana
i CoCl,; bajo O,; alt L .

ACC oxidasa O DAJO Ly & ACO antisentido; co-supresiéon de ACO

(ACO) temperatura

Etileno Ventilacién; KMnO,

Receptores STS; 2.’ S-NBD; 1-MCPy Expresion de receptores mutados (ej. etrl-1)

otros ciclopropanos
Respuestas Baja temperatura; citocininas Expresion del gen bacteriano IPT (alta

produccidn de citocininas)

Para mayor practicidad estos compuestos se podrian agrupar como:

o [Inhibidores de la sintesis de etileno:

e Aminoetoxi-vinilglicina (AVG) y Acido aminoxiacético (AOA): Bloquean la accién de la

enzima ACS por lo que se interrumpe la conversién de SAM en ACC. Su modo de accién es
poco especifico, ya que inhiben a todas aquellas enzimas que posean al fosfato de piridoxal
como cofactor (13; 181) y su efecto es parcial porque no suprimen el efecto de etileno
exégeno (175). Normalmente el AVG se utiliza en tratamientos pre-cosecha de frutos
climatéricos (13) para facilitar el manejo y programacién de la cosecha, mejorando la calidad
de los frutos y disminuyendo las pérdidas por caida de frutos cerca de la recoleccién (ej.
Retain AVG 15%, Summit Agro, Estados Unidos). El AOA ha tenido mayor difusién como
retardante de la senescencia en produccién de flores de corte (31; 204).

Ton cobalto (Co?*): Actia en la dltima etapa de la ruta biosintética de la hormona bloqueando
la conversién de ACC en etileno (20, 27). El Co** logra la inhibicién de la enzima ACO por
una competencia con el hierro, un cofactor de esta enzima (24). También se ha reportado que

el Co?* inhibe la actividad de la ACS (131).

e [Inhibidores de la accion del etileno:

Ion plata (Ag*): Ha sido uno de los primeros inhibidores identificados. Su aplicacién se
realiza comiinmente en forma de sales como el nitrato de plata (AgNO3) (100) y el tiosulfato
de plata (STS; Ag (S203),*) (183). El efecto de Ag* es muy especifico y potente (175) ya
que reemplaza al Cu** en los receptores del etileno (165), bloqueado por tanto la unién con

la hormona y el inicio de la sefializacién. El STS ha tenido gran uso en la conservacion de

3 Un ARNm antisentido es un ARNm transcrito que es complementario de un ARNm enddégeno; es decir, la hebra complementaria
(no codificadora) de una secuencia de ARNm (codificadora). La introduccién de un transgen codificante para un ARNm antisentido
es usada para bloquear la expresion de un gen de interés.
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flores de corte (165), pero su uso es restringido ya puede ser muy téxico para los humanos y
el ambiente.

e 2.5-Norbornadieno o NBD: Inhibidor competitivo del etileno por los sitios del receptor. El
NBD esta disponible comercialmente, pero su olor desagradable limita su uso. Por otro lado,
al ser un inhibidor competitivo (167) requiere estar presente continuamente para
contrarrestar los efectos del etileno, por lo que su uso comercial también es limitado (165).

e [-Metilciclopropano (1-MCP): Es un potente inhibidor que se une irreversiblemente al
receptor del etileno bloqueando la cascada de sefializacién (165). Esta olefina ciclica (C4He)
a temperatura y presion estdndar es un gas, inodoro y muy estable, cuyos efectos son
importantes a bajas concentraciones debido a la alta afinidad de los receptores, regulando
también la produccién de etileno mediante la inhibicién del proceso autocatalitico (23). Su
accién inhibitoria disminuye con el tiempo, a medida que progresa la sintesis de nuevos
receptores (13). En el caso del tomate, el 1-MCP disminuye la expresion de los genes que
codifican las enzimas ACS y ACO (99). Ademads, disminuye la expresion génica y actividad
de muchas enzimas vinculadas a los procesos degradativos de la maduracién de los frutos
como poligalacturonasas, endoglucanasas y clorofilasas (38), y aumenta la de los sistemas
de defensa y detoxificacion de las ROS y del metaboliasmo de los fenoles (201). Es por ello
que su aplicacién mds comin es la conservacién de la calidad en post-cosecha de productos
fruti-horticolas y flores de corte (13; 165). Posee también un uso muy difundido con fines de

investigacion, siendo un recurso importante para el estudio en fisiologia vegetal (4; 50).

¢ Oxidantes del etileno:

e Permanganato de potasio (KMnO,): Fuerte agente oxidante que reacciona con el etileno, y
lo oxida produciendo H>O, CO;, MnO; y KOH (191). El KMnO4 disminuye los niveles de
etileno en la atmdésfera y para un mejor efecto en aplicaciones para el control de la
maduracién de frutos climatéricos necesita un vehiculo (zeolita, vermiculita o perlita) al cual

se adsorbe y aumenta su drea de contacto (13).

1.2.7. Tomate mutante insensible al etileno Never ripe

Uno de los mayores avances en el estudio de las hormonas vegetales ha sido el desarrollo de
mutantes para un solo gen y la comprensioén de su accién molecular (149). Esto ha permitido
determinar los efectos fisiol6gicos de las hormonas, sus rutas de biosintesis y los mecanismos
mediante los cuales se perciben y transmiten sus sefiales, como asi también la interaccién con
otros reguladores del crecimiento. En el caso del etileno, los primeros mutantes fueron
desarrollados en Arabidopsis y se los ha clasificado en dos grupos (175): los mutantes resistentes
al etileno o insensibles al etileno, aquellos que no responden al etileno exdgeno, por lo que no

exhiben la denominada “triple respuesta”; y aquellos que si la presentan incluso en ausencia de
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etileno, conocidos como mutantes constitutivos. El tomate no estuvo al margen de estos avances
y la investigacion génica en esta especie, como por ejemplo desarrollo de mapas génicos,
bibliotecas génicas y mutaciones, ha progresado muchisimo respecto a otras Solandceas como la
papa y el tabaco. Segin Emmanuel y Levy (54), para el afio 2002 el CM Rick Tomato Genetic
Resource Center de la Universidad de California (Estados Unidos) contaba ya con 978 mutaciones
monogénicas en tomate.

Puntualmente para las mutaciones sobre genes relacionados al etileno en tomate, las mismas
podrian ser clasificadas en dos grandes grupos: aquellas con alta produccién de etileno, como por
ejemplo la mutacion epi (epinastic) (138); y otras donde la produccion de etileno es baja o normal,
pero muchos de los procesos con los que se relaciona esta hormona se inhiben. En este segundo
grupo (17) propusieron una division en funcién de su capacidad para sintetizar etileno durante la
maduracién, como asi también, de la capacidad del etileno para restablecer la expresion génica
relacionada con la maduracion. Por un lado se ubicarian los loci “rin” (ripening-inhibitor) (152),
“nor” (non-ripening) (178)y “Cnr” (Colorless non-ripening) (99), los cuales regulan el efecto
del etileno dnicamente sobre la maduracién de los frutos. En éstos hay una baja produccién de
etileno y no hay aumento de la sintesis durante la maduracién, manteniéndose un nivel basal. Al
tratar los frutos con la hormona se induce parte de la expresion génica regulada por ella pero sin
afectar a la maduracion (69; 95; 116). El segundo grupo corresponde a las mutaciones que poseen
una reducida sensibilidad al etileno en la mayor parte de la planta. La mutaciéon Nr (Never ripe)
(110; 151) caracteriza a este grupo, pudiéndose citar también a Gr (Green-ripe) y Nr-2 (Never-
ripe 2) (17; 14; 99).

El genotipo mutante Nr es capaz de producir etileno, pero cuya capacidad para percibir la
hormona endégena, o suministrada exdgenamente, se encuentra reducida (39; 110; 194) lo que
impide que se desarrolle normalmente el proceso de sefializacion relacionado. Esto se debe a una
mutacién semi-dominante en el gen LeETR3 (cominmente denominada como NR) el cual codifica
el receptor de etileno LeETR3 o NR, lo que resulta en una menor sensibilidad general de la planta
a dicha hormona. En este genotipo se muestran efectos pleiotrépicos de la baja sensibilidad al
etileno en todos los tejidos de la planta, desde la inhibicién de la triple respuesta, como asi también
la ausencia de epinastia y menor senescencia floral, evidenciada por la permanencia de la corola
luego de la polinizacién y durante el crecimiento de los frutos (17; 99; 110; 194). En plantas de
tomate normales, el tratamiento de las flores con etileno exdgeno produce el desarrollo de la zona
de abscision del pedicelo y consecuente aborto floral. Sin embargo, se observé que este fendémeno
es sustancialmente retrasado en los genotipos Nr (110). Los frutos de Nr producen etileno durante
la maduracidn, pero la expresion de los genes asociados a este proceso se reduce enormemente
(151; 194) y no puede restablecerse mediante tratamiento con etileno exdgeno (110). Al ser una

mutacion que se manifiesta en la planta entera, su uso es muy difundido en el ambito de la
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investigacion para estudiar el efecto del etileno en un gran nimero de procesos fisiolégicos (39)

y situaciones de estrés (67; 184; 185).

1.3. Estrés en las plantas

En condiciones 6ptimas para el crecimiento, las plantas pueden completar su normal desarrollo y
generar las estructuras que le permitan establecer su descendencia en el momento adecuado de su
ciclo de vida. Este desarrollo resulta de la relacién entre su genotipo y el ambiente, cuestién de
gran importancia en el caso de aquellas plantas que se cultiven con un interés comercial, a los
fines de que las mismas puedan expresar su potencial genético de rendimiento. Sin embargo, este
potencial raramente es alcanzado debido a que, normalmente, tanto en condiciones naturales
como en sistemas agricolas, las plantas estdn expuestas a factores del ambiente variables que
constantemente determinan condiciones sub o supra-Optimas que repercuten en su desempefio,
desencadenando una serie de alteraciones a nivel morfolégico, fisioldgico, bioquimico y
molecular que finalmente alteran el desarrollo y rendimiento de la planta (101; 119; 139; 175).
Estas tensiones que afectan a las plantas, en fisiologia vegetal se conocen con el nombre de estrés,
pudiendo ser tanto de origen bidtico como abiédtico (10). Este concepto de estrés, es definido
como el efecto de un factor externo que ejerce una influencia desfavorable en la planta (139; 175).
En el caso del estrés bidtico, el mismo resulta del efecto fisiol6gico provocado por el ataque de
insectos plaga que produzcan dafios directos o indirectos, infecciones patogénicas que generen
enfermedades, y/o la presencia de malezas que representen una competencia por recursos. Por su
parte, el estrés abidtico puede ser de diferente naturaleza, incluyendo aspectos relacionados a los
factores climdticos y edaficos. Entre los factores climdticos capaces de generar una situacién
estresante para las plantas se pueden citar la ocurrencia de temperaturas extremas (altas y bajas),
la disponibilidad de agua en el suelo (exceso o déficit), la luz (sombreamiento, sobre-exposicion,
dafios inducidos por rayos UV) y la calidad de la atmosfera (altos niveles de ozono O3 a nivel
superficial, por ejemplo) (101; 118; 129; 203). El suelo también puede condicionar el normal
crecimiento de una planta debido a la presencia de sales en exceso, deficiencia o exceso de
nutrientes, o la incapacidad para un correcto drenaje del agua de las precipitaciones y riegos
excesivos (101). Por lo general, en la naturaleza los estreses abidticos resultan de una
combinacién de factores climdticos (ej. alta temperatura y sequia) o climdticos y edéficos (ej.
excesivas precipitaciones y drenaje deficiente) (129; 172).

Muchas especies se presentan como tolerantes a determinado estrés, y dicho concepto hace
referencia a la capacidad o aptitud de la planta para hacer frente al mismo. Esta tolerancia se
corresponde a procesos de aclimatacidn y/o adaptacién (139; 175). La aclimatacién se refiere a
cambios no heredados (ni heredables) que se dan en un organismo en particular ante una situacién

estresante; mientras que la adaptacién involucra cambios que se dan en una poblacién de
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individuos y que por presion de seleccion son genéticamente heredables (109). Estos cambios que
contribuyen a la tolerancia al estrés resultan de la integraciéon compleja de eventos que ocurren a
diferentes niveles de organizacién en la planta, desde el nivel anatémico y morfolégico, celular,

bioquimico y molecular (139; 203).

1.3.1. Importancia del estudio del estrés

El estudio del estrés en las plantas vegetales tiene actualmente un rol preponderante en muchos
grupos de investigacién de todo el mundo. El cambio climdtico y los modelos de prediccion
alertan sobre una aumento de la frecuencia de los eventos climatico extremos (119; 129; 139).
Esto determina la necesidad de conocer mejor la manera en que las planta detectan y responden a
los estimulos del ambiente, con el fin de dirigir el conocimiento generado para la obtencién de
genotipos con mejores desempefios productivos en estos posibles escenarios desfavorables (118).
La comprension de la base genética de la variacién de la tolerancia, y de los genes y procesos
subyacentes, constituye un enfoque poderoso y prometedor para generar conocimientos que
finalmente sean transmitidos a los cultivos, con el fin de mejorar la tolerancia a las condiciones

de estrés bidtico o abidtico (129; 145).

1.4. Estrés por inundacion del suelo
Una de las consecuencias mds evidentes del cambio climético estd dada por el aumento de las
precipitaciones (Figura 4A), que concomitantemente con el fendémeno de deshielo, son las

principales causas de las inundaciones (108; 139).
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Figura 4. Impacto de las inundaciones sobre la agricultura a nivel mundial. A. Niimero de inundaciones por
década desde 1950; B. Pérdidas anuales en la produccién de trigo por inundaciones y otras razones. Tomado
y adaptado de Pedersen et al., (141).

En el caso de las regiones tropicales y sub-tropicales de muchas partes del mundo, la inundacién
del suelo es un problema importante para la supervivencia de las plantas y representa uno de los
estreses abidticos mas comunes que afectan negativamente su crecimiento y productividad,

conduciendo a la muerte de las mismas en muchas oportunidades (7; 85; 141; 189). En promedio

24



Leandro Federico DE PEDRO TESIS DE MAESTRIA

la superficie del planeta expuesta a inundaciones todos los afios es de mds de 17 millones de km?
(188), y el escenario futuro no es alentador. Los modelos de prediccién del cambio climdtico
advierten un incremento en la frecuencia de los eventos de inundacién a nivel global, haciendo
de dicho estrés una de las principales amenazas para la produccién de alimentos (141; 145; 171).
A medida que aumenta la intensidad de las precipitaciones y de la evaporaciéon debido al
calentamiento global, muchas zonas dridas se convierten en lugares atin mas aridos, mientras que
muchos humedales (zonas principalmente rurales) estin sujetos a inundaciones mads frecuentes
(188). Sumado a todo lo anterior, se prevé que el aumento demografico y la expansion de las
grandes urbes, exigirdn la incorporacién de tierras marginales a la agricultura, lo que obliga a la
necesidad de obtener cultivos altamente productivos en tierras poco aptas que podrian estar
sometidas a eventos periddicos de exceso de agua, como asi también introducir nuevas especies
tolerantes a inundaciones (171).

Cuando se analiza cuantitativamente el impacto del estrés, las consecuencias evaluadas en
términos econémicos indican pérdidas millonarias (Figura 4B). A nivel mundial se estiman dafios
del orden de los 60 mil millones de euros cada afio (188). Sélo en los Estados Unidos, en el afio
2011 las pérdidas de produccién debidas a la inundacién de los suelos representaron el 30% de
las pérdidas totales del rendimiento agricola, mientras que los pagos de seguros superaron los
3.000 millones de ddlares (12).

En los dltimo 5 afios, en Argentina se han obervado episodios de inundacién en dreas agrioclas
que han afectado a diferentes regiones productivas con distintos grados de severidad y perjuicios.
Por ejemplo, en el afio 2015 las precipitaciones registradas en el mes de agosto en Marcos Judrez
(Cérdoba) fueron un 445% superior a la media histérica, un 322% para Dolores (Buenos Aires),
un 243% en San Miguel y un 143% en La Plata (80) lo que provoco la saturacién e inundacién
del suelo. En el afio 2017 se reportaron mas de 10 millones de ha en el centro del pais que fueron
afectadas por la inundacién, estimdndose pérdidas de 1.140 millones de ddlares (21). En el afio
2019, el norte del pafs (provincias de Salta y Formosa) también ha sido escenario de esta catdstrofe
que perjudicé la produccién y economia de la region, ademds de haber generado un importante
impacto social. En el caso particular de la produccién de tomate en la provincia de Formosa, ya
son varios los afios en los cuales las inundaciones han tenido efectos perjudiciales sobre el cultivo.
El caso mds reciente se presento a principios de 2019, en donde las precipitaciones de marzo, abril
y mayo, meses en los que se inician los cultivos de tomate a campo en la cuenca productiva de la
provincia, han superado en un 36,8%, 66,5% y 55,2% las medias histdricas de los tdltimos 10
afos, respectivamente (CEDEVA, 2019, comunicacién personal). Esto ocasioné pérdidas totales
en muchos lotes, como asi también importantes fallas en el establecimiento del cultivo. Tal fue la
importancia de los dafios ocasionados por el exceso hidrico, que desde el Gobierno Provincial

(Decreto Provincial N° 151/19 del Poder Ejecutivo Provincial), con homologacién a nivel
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nacional (Resolucién Oficial Nacional N° 308/2019 del Ministerio de Produccién y Trabajo), se
ha decretado la situacién de emergencia agropecuaria (127).

Entre los cambios que se producen en suelos inundados se destacan la disminucién del potencial
redox (171), el descenso del pH incrementando la solubilidad de iones téxicos y disminuyendo la
disponibilidad de ciertos nutrientes, y la reduccién de la concentracién de oxigeno (76; 104). Este
ultimo proceso se debe a una disminucién neta en la difusion de los gases en agua de alrededor
de 10 veces y al consumo del oxigeno remanente por parte de los microorganismos presentes en
el medio edéfico (12), lo que genera un ambiente hipdxico en la zona radical en un corto periodo
de tiempo (7). Estas condiciones propician una marcada reduccién en la tasa respiratoria radicular,
limitando asi la produccién de ATP en las raices. Esta situacién tiene como consecuencia la
afectacion de diferentes procesos fisioldgicos que requieren de energia, como ser la absorcion
activa de nutrientes. De esta manera se inicia un estado critico para la planta en donde la inhibicién
de ciertos procesos metabdlicos limita el crecimiento, conduciendo en ultima instancia, a la

muerte de las plantas.

1.4.1. Flooding, Waterlogging y Submergence

En el estudio del estrés por inundacién, es importante distinguir entre los conceptos a los que
hacen referencia las palabras de lengua inglesa “flooding” y “waterlogging”. Tal diferenciacion
se basa en el nivel que alcanza el agua que satura el suelo respecto a la parte del vegetal que se
encuentra inmersa en ella (Figura 5). En el caso del anegamiento o waterlogging (Figura 5A)
todos los poros del suelo estdn cargados con agua, pero esta no forma una capa sobre la superficie
del mismo, o en caso de existir, es muy delgada. Como es de suponer, en tales condiciones solo
las raices de la planta se encuentran en anaerobiosis. A diferencia del caso anterior, la inundacién
o flooding implica la presencia de una capa de agua (poco profunda o profunda) sobre la superficie
del suelo, por lo que ademds de las raices, una porcién de la parte aérea se encuentra inmersa en
al agua (Figura 5B). El escenario méds extremo de inundacién seria la inmersién completa de la
planta o “sumersion” (136; 159) (Figura 5C), en donde se limita al maximo la posibilidad de
capturar oxigeno atmosférico y fijar carbono (189), a lo que generalmente se le suman

limitaciones luminicas debido al espesor de capa de agua y su turbidez (171) .
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Figura 5. Diferentes niveles de estrés por inundacién. A. waterlogging o anegamiento; B. flooding,
inundado o sumersién parcial; C. complete submergence, sumersion completa.

1.4.2. Alteraciones metabdlicas y morfo-fisiologicas, relacionados al estrés por inundacion

En condiciones de exceso de agua, los suelos se saturan y por lo tanto se generan condiciones de
hipoxia, es decir, deficiencia de oxigeno en el mismo. La razén por la cual ocurre este fenémeno,
es en primer lugar debido a que el aire del suelo es desplazado por el agua, siendo el oxigeno
remanente absorbido con rapidez por los microorganismos edéaficos y por las mismas raices (189).
Ademas, el coeficiente de difusion del oxigeno (medido en cm® s™!) en un suelo saturado resulta
varias veces menor a un suelo sin exceso de agua (171). La drastica disminucién de la
disponibilidad de O, en los tejidos vegetales sumergidos es uno de los efectos mds graves a los
que una planta inundada estd expuesta (141). En primer lugar, la privacién de oxigeno en las
raices provoca el cese de la actividad respiratoria, lo que acarrea un déficit energético en los
tejidos sumergidos (113). En tales condiciones es comtn que la planta recurra a vias alternativas
para la obtencién de energia pero de menor eficiencia como la fermentacién (12), evidenciado
por el aumento de la actividad de enzimas fermentativas como la alcohol deshidrogenasa o ADH
(185). Se ha descubierto que en algunas especies también existen mecanismos para optimizar el
consumo de energia durante la inundacién mediante una restriccién general en el metabolismo y
crecimiento celular (quiescencia), como por ejemplo la activacién de ciertas enzimas que utilizan
pirofosfato inorganico en lugar de ATP para su funcionamiento (12; 182). Existe ademds una
estrategia de escape del ambiente hipdxico, en donde se produce un rapido alargamiento de los
tallos o hojas sumergidas cuyo resultado implica que el tejido fotosintético retome contacto con
la atmésfera (12; 118). Aparte de la estrategia anterior, las plantas suelen presentar en condiciones
de exceso de agua otras modificaciones de caracter morfo-fisioldgico. Entre éstas se pueden citar
la formacién de aerénquima y raices adventicias (11; 184).

A diferencia de las especies mejores adaptadas a estas condiciones, la mayoria de los cultivos de
importancia econémica presentan una marcada susceptibilidad a este tipo de estrés. Las
consecuencias son muy variadas y dependen de la especie, edad de la planta y duracién del estrés
principalmente. A modo orientativo, un esquema de respuesta genérica podria ser la siguiente: la
pérdida de funcionalidad de las raices conduce al cierre estomdtico y por ende afecta al
intercambio gaseoso y a la fotosintesis. A su vez, se producen cambios en las relaciones fuente-

destino, que junto a la menor absorcién de nutrientes y producciéon de fotoasimilados,
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desencadenan el inicio de un proceso de senescencia anticipada y remobilizacién de nutrientes
desde los 6rganos mas viejos de la planta hacia aquellos mds jévenes y de mayor actividad (22;
70; 104; 137; 171). En el caso particular de tomate, la induccién de la senescencia foliar
prematura, la disminucién del area foliar, la caida de la tasa fotosintética y la reduccion de la
produccién de biomasa vegetativa y reproductiva, como asi también el menor rendimiento del
cultivo, dan cuentas claras de que se trata de una especie extremadamente sensible a la inundacién
(3; 22; 25; 53; 76). En cultivos no tolerantes, la inundacién puede comprometer seriamente el
rendimiento. Los efectos negativos del exceso de agua sobre los componentes del rendimiento
han sido ampliamente descritos en la literatura, ejemplo de ello son los trabajos de San Celedonio
et al., (162) en trigo y cebada; el de Rao y Li (148) en legumbres, tomate, sorgo, maiz, batata,
calabaza, pimiento y esparragos con reducciones del rendimiento en torno al 50% en la mayoria
de ellos, y el de Kumar et al., (107) en poroto mung (Vigna radiata) donde se observd una
reduccién del rendimiento del 52% a causa del estrés. Existen estudios llevados a cabo en tomate
que han demostrado la manera en que este tipo de estrés afecta negativamente el rendimiento, con
repercusiones principales sobre el nimero de flores, la cantidad y el peso de los frutos (55). La
limitacién de la actividad fotosintética resulta ser uno de los principales determinantes en la
reduccién del nimero de pimpollos florales, el aborto de flores y pequefios frutos, y el menor

peso final de los mismos en tomate (76).

1.4.3. El etileno y la inundacion

El etileno es la principal hormona vegetal implicada en diferentes respuestas de las plantas a
condiciones de hipoxia (11). Es asi que su sintesis se incrementa en situaciones en donde exista
una baja tensién de oxigeno, ya que con valores menores de 12,5 kPa y hasta 3,0 kPa se favorece
su sintesis, teniendo multiples efectos en las plantas. Trabajos pioneros realizados en girasol (90)
y en maiz (48) permitieron contar con las primeras evidencias del rol del etileno como molécula
de sefalizacién capaz de inducir las respuestas adaptativas durante la inundacién. Hoy en dia ya
se tiene mayor precision en la manera en que se produce la transduccién de la sefial mediada por
el etileno en dichas condiciones (56; 182; 187). En muchas especies, la sintesis de etileno aumenta
rdpidamente durante la sumersién (171; 187). En hojas de plantas de tomate inundadas, la
produccién de etileno estd estrechamente correlacionada con la acumulacién de ACC en las
raices. De acuerdo con el modelo descrito por Jackson (82), en plantas de tomate sometidas a
inundacién el ACC se produciria en las raices en pocas horas y seria transportado hacia la parte
aérea de la planta a través del xilema. En las hojas, donde hay cantidades suficientes de oxigeno,
se realizarfa la conversién de ACC a etileno mediante la accién de la ACO (181). Esta rapida e
importante produccion de etileno en las hojas fluctia entre el dia y la noche durante las primeras
48 horas e, incluso después de cinco y diez dias de iniciada la inundacioén, los niveles de etileno

liberados por las hojas atin se mantienen consistentemente elevados en tomate (166).
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La unién del etileno a sus receptores inicia una cascada de sefiales capaces de desencadenar
diversas respuestas adaptativas durante el anegamiento (65; 187). Como se menciond
anteriormente, la inundacién del suelo ocasiona el mal funcionamiento de las raices, lo que
normalmente conduce a la muerte de una gran parte de estas (187). El desarrollo de un nuevo
sistema de raices adventicias es crucial, ya que permite sustituir a las raices originales que se
pierden en condiciones de hipoxia (163; 186) restituyendo la conductividad hidriulica y la
absorcién de nutrientes (55; 76; 171). En arroz, la emergencia de las raices adventicias es debida
a la muerte celular programada de células epidérmicas inducida por el etileno. En tomate la
produccién de raices depende también del etileno, el cual favoreceria la acumulacién de auxina
en la parte basal del tallo sumergido estimulando de esta manera la formacion de primordios
radicales adventicios (184). Se ha demostrado que la emisién de raices adventicias en tomate
contribuye a la reapertura estomdtica durante la inundacién (53) lo que permitiria restablecer el
intercambio gaseoso en las hojas, proceso que, como se verd mds adelante, normalmente se
interrumpe durante este tipo de estrés en especies sensibles. De esta manera podria suponerse
entonces que la produccién de raices adventicias mediada por el etileno en plantas de tomate
inundadas mejora la tolerancia al estrés y su recuperacion posterior (22; 55; 79; 105; 107).

Otra adaptacién interesante es la formacién de aerenquima comentado anteriormente, la cual
consiste en la formacién de cavidades o espacios aéreos en los mismos tejidos del parénquima
que pueden tener distintos origenes (171). Estos espacios aéreos forman un sistema continuo de
baja resistencia para el transporte de oxigeno entre raices y tallos, permitiendo la difusién y el
intercambio de gases entre la parte de la planta en condiciones aerébicas y aquella que se
encuentra sumergida (48; 85; 171). En el caso de plantas de tomate inundadas, se ha demostrado
que el etileno desempefia un rol importante en la formacién de aerénquima lisigeno (por muerte
celular programada) y en la hipertrofia en la zona cortical del tallo, en donde la acumulacién de
la hormona podria causar un aumento de la lisis celular a través de la activacion de celulasas (91;
92; 185). Este concepto encuentra también estrecha relacién con lo que propone (49) en su modelo
sobre los mecanismos implicados la muerte celular programada y la formacién del aerénquima
lisigeno. En este proceso también estdn implicados el Ca** y ciertas ROS (12).

En condicién de sumersién, la accién del etileno favorece el alargamiento del tallo hasta retomar
contacto con el aire. En estas situaciones la hormona mediaria el catabolismo (arroz) o reduciria
la sintesis (Rumex sp.) del 4cido abscisico aumentando de esta manera la respuesta (arroz) o la
biosintesis de giberelinas (Rumex sp.) que a su vez estarian involucradas en la expansion de las
células del tallo (11).

Como dltimo aspecto podria mencionarse que el anteriormente comentado incremento de la
actividad fermentativa (actividad ADH) en las partes sumergidas de plantas inundadas, parece

estar regulada, al menos en parte, por el etileno en el caso del tomate (185). Esta seria una manera
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por la que el etileno favoreceria la mantencién del metabolismo en el ambiente hipdxico mediante

una produccién minima de energia.

1.4.3.1. Efecto perjudicial del etileno en plantas afectadas por la inundacion

A pesar que el etileno juega un rol central en las respuestas de aclimatacién a la inundaciodn, el
aumento excesivo de su concentracién podria tener efectos negativos que comprometan la
tolerancia a dicho estrés (60). Existen en la actualidad muchos trabajos en los cuales, mediante el
uso de inhibidores del etileno y plantas transgénicas, se ha demostrado un efecto perjudicial de
esta hormona durante la inundacién y anegamiento en diferentes especies vegetales (50; 65; 66;
137). En girasol, por ejemplo, se sugirié que existiria una estrecha relacidn entre los dafios debidos
al estrés por inundacion y la sintesis de etileno (90). Ademads, se observd que la tolerancia de
ciertos cultivares de arroz a la inundacién completa, en término de menor clorosis foliar, menor
actividad y expresion de la enzima clorofilasa, estaria asociada a una menor sensibilidad al etileno
(50). Més recientemente, ensayos con algodon sometido a estrés por exceso hidrico, demostraron
que el etileno era responsable de una menor asimilacién de nitrégeno y actividad fotosintética, y
mayor abscision de frutos (137). En tomate se asume que el aborto de flores y frutos pequefios en
estas condiciones de estrés posiblemente estén relacionadas al etileno (76).

Este efecto dual del etileno puede explicarse segiin un modelo descripto por Gepstein y Glick,
(63). Los autores consideran que un incremento abrupto de etileno al comienzo del estrés es el
responsable de la activacién de todas las respuestas de tolerancia/resistencia de la planta, y que
un segundo incremento de mayor importancia, debido a la sintesis de novo de ACC, iniciaria los

procesos negativos como la senescencia, clorosis y abscision.

1.4.4. Senescencia anticipada durante la inundacion

Las plantas bajo estrés abidtico desarrollan mecanismos de protecciéon donde, una de las
respuestas primarias es la inhibicién del crecimiento vegetativo, desviando los recursos hacia
funciones relacionadas con la aclimatacion al estrés. Entre las diversas respuestas que desarrollan
en estas situaciones se encuentra la induccién de la senescencia, un mecanismo que podria
contribuir a la supervivencia en condiciones ambientales adversas (63; 132). La senescencia es,
por lo general, la dltima etapa del programa de desarrollo de una planta y normalmente termina
con la muerte de células, de un 6rgano o de todo el organismo. Este proceso estd asociado, por lo
menos en parte, con un reciclaje de los nutrientes, los cuales son transportados desde las células
senescentes hacia otras partes de la planta, tales como brotes, primordios florales, frutos en
crecimiento y 6rganos de almacenamiento (61; 103; 175). Durante el proceso normal de la
senescencia de una hoja, la actividad catabdlica reduce la actividad fotosintética, hecho que
incluso en condiciones 6ptimas de crecimiento representa una limitacién en la productividad de

una planta.
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El etileno es el principal inductor de la senescencia foliar (103) siendo capaz de regular el nivel
de clorofila en todas las hojas, incluidas las que estdn lejos de entrar en el programa de
senescencia, e incluso aquellas que estdn con maxima funcién fotosintética (35; 199).
Generalmente, altas tasas de produccién de etileno se asocian a la degradacion de clorofilas,
proteinas, membranas y otros componentes celulares (3; 18; 35; 103; 146; 179; 199). La
degradacién de la clorofila caracteriza las etapas iniciales del proceso de senescencia (30) y estd
regulada por genes de la catdlisis de la clorofila (CCG), los cuales se ven inducidos durante la
sefializacion desencadenada por el etileno (50; 146). El uso de mutantes y plantas transgénicas ha
sido clave para comprender el rol del etileno en este aspecto (87; 179), pero se debe remarcar que
en la mayoria de los experimentos de este tipo no ha sido posible impedir o bloquear
completamente el inicio de la senescencia foliar, sino mas bien se consiguié un retraso de la
misma respecto a sus tipos silvestres (mismo genotipo sin la mutacién) (67; 110; 179). Esto
indicaria que el etileno regula el momento de inicio de la senescencia, pero una vez que esto
ocurre, el proceso se desarrolla casi normalmente (87). En el caso del tomate, la sobreproduccién
de etileno tiene efectos claros sobre las tasas de senescencia ya que mediante una menor sintesis
y sensibilidad a la hormona se ha logrado retrasar el inicio y/o velocidad de este proceso (87;
110). El simple hecho de poder retrasar el inicio de la senescencia podria suponer un importante
impacto sobre el rendimiento de los cultivos (199).

Al igual que muchos otros procesos fisiologicos, la senescencia estd regulada por factores
endogenos y ambientales. En condiciones de estrés, la senescencia prematura determina una
reduccién adicional en la produccién cuantitativa y cualitativa de una planta (29). La funcién del
etileno durante la senescencia inducida en condiciones desfavorables ha sido demostrada en
varios trabajos realizados en condiciones de sequia (199), altas temperaturas (46), altas
concetraciones de Os (67), e inundacién (50).

En el proceso de reciclaje de nutrientes que ocurre durante la senescencia foliar, el nitrégeno y el
carbono tienen una importancia relevante, siendo los cloroplastos la principal fuente de éstos. En
suelos anegados, la senescencia foliar prematura es una consecuencia de una disminucién del
contenido de clorofila y proteinas solubles en las hojas (7; 70; 196; 197). La proteina del
cloroplasto estd constituida mayoritariamente por las enzimas del estroma, principalmente
ribulosa 1,5-bisosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) y los complejos pigmento-proteinas de las
membranas de los tilacoides, representados por los centros de reacciéon (RC) y las antenas
cosechadoras de luz (LHC) (64; 77; 175). El etileno es capaz de inducir la degradacién proteica
durante la senescencia (35), especialmente de la Rubisco (3). Durante la senescencia ocurre un
fuerte incremento de la actividad enzimatica degradativa de proteinas (18). Las enzimas cistein-
proteasas constituyen uno de los grupos de proteasas mds estudiados en las plantas debido al papel
que desempefian en la senescencia y la muerte celular programada. CYP1, CYP2 y CYP3, son

tres cistein-proteasas que son reguladas positivamente por el etileno durante el proceso normal de
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senescencia foliar en tomate (47); y se ha observado también una importante induccién de algunas
de ellas durante el estrés por anegamiento (3). Este incremento de estas enzimas podria vincularse
de igual manera a un aumento del etileno, no obstante su relacién en estas condiciones deberia
ser confirmada. Se ha demostrado que durante la senescencia foliar de tomate, el aumento en la
concentracion de etileno y de la expresién de la ACO, coinciden con una reduccién de la expresion
de los genes que codifican para la produccién de clorofilas y genes especificos relacionados a la
fotosintesis como el RbcS (Rubisco small subunit) que codifica para la sub unidad mas pequefia
de la Rubisco (47; 87). Se considera que ademas de la fuerte actividad enzimética degradativa, la
sobreproduccién de ROS podria ser la principal responsable de la senescencia foliar durante el
estrés por anegamiento o inundacién, afectando principalmente las membranas celulares y los

niveles de Rubisco y Rubisco activasa (3).

1.4.5. Absorcion de agua y nutrientes durante la inundacion

En las especies sensibles como el tomate, pocas horas después de iniciada la inundacién del suelo,
tanto por anegamiento como por inundacidn, se reduce la absorcién de agua de la planta (26),
siendo esto atributo a una disminucion de la conductividad hidraulica de las raices (51; 52). Dicho
fendmeno ha sido estudiado por muchos autores en varias especies vegetales (6; 70; 155),
habiéndose propuesto que este comportamiento es atribuible a una disminucién del pH
citoplasmatico a raiz del incremento en la concentracién de CO; y la inhibicién de la actividad de
las acuaporinas en las membranas celulares. Las respuestas que se generan en la planta a partir de
ese momento son variables y dependen de la especie que se trate (171). Un modelo general
propuesto involucra al cierre de los estomas y la consecuente disminucion de la tasa transpiratoria,
siendo éstas las consecuencias mds inmediatas (26; 72). En tomate esta respuesta tiene como
consecuencia el mantenimiento de la turgencia de los tejidos (53; 76).

En tales condiciones se han registrado ademds notables disminuciones en la absorcién y
translocacién de nutrientes minerales esenciales desde el suelo en plantas de algodén (137), trigo
(176; 180) y alfalfa (169). Algunos autores proponen que en las raices hipéxicas/andxicas, la baja
produccién de ATP limita la absorcidn activa de nutrientes, lo que posiciona a la redistribucion
de los minerales en la planta en un papel esencial para la supervivencia (137). En plantulas de
trigo a tan solo dos dias de inundacidn, se observé una redistribucién de nutrientes minerales
méviles como el nitrégeno, desde las hojas mas viejas hacia brotes jévenes, lo que, si bien
contribuye a aliviar en parte el estrés por la falta de nutrientes en la parte superior de la planta,
favorece sustancialmente la promocién de la senescencia prematura en las hojas inferiores (180).
La pérdida de actividad en las raices, ocasiona que la traslocacién de fotoasimilados entre fuentes

y destinos, se vea también perjudicada.

32



Leandro Federico DE PEDRO TESIS DE MAESTRIA

1.4.6. Cierre de estomas e intercambio gaseoso durante la inundacion

El répido cierre de estomas durante la inundacién es una respuesta tipica en muchas especies
como arboles tropicales (71; 72); soja (140); cebada (198); maiz (8); alfalfa (168) y tomate (22;
25; 53; 76). Esta respuesta se evidencia principalmente a través de una reduccién de la
conductividad estomadtica (gs). Sin embargo, el mecanismo por el cual esto ocurre ain no se
encuentra del todo dilucidado. Algunas hipétesis posibles desde el punto de vista de los cambios
a nivel hormonal, involucraria principalmente al acido abscisico (ABA) que se transporta hacia
la parte aérea desde las raices (7; 70), aunque otros autores descartan esta posibilidad (155). En
el caso de plantas de tomate inundadas, no se encontré relacién entre la menor g y el transporte
de ABA, giberelinas y citocininas desde las raices, ni con la depresién temporal del potencial
hidrico en las hojas (y1), mientras que la pérdida de funcién de la sefializacién de la raiz pareceria
ser uno de los motivos principales del cierre estomético en esta especie (53).

El cierre de estomas en plantas inundadas tiene principalmente dos consecuencias, donde una de
ellas se relaciona con la economia hidrica de la planta y otra con el intercambio gaseoso. La
primera se debe a la disminucién de la tasa transpiratoria (E) (22; 25; 53) e incremento temporal
de i (53). Estos procesos podrian constituir un mecanismo Uutil para evitar la deshidratacién de
los tejidos y la pérdida de turgencia del vegetal en una situaciéon donde la condicién anaerébica
de las raices reduce su permeabilidad y conductividad hidrdulica, disminuyendo
consecuentemente la absorciéon y movimiento del agua en la planta (76). A pesar de ello se debe
considerar que, de no revertirse esta respuesta inicial de proteccién, podrian acontecer efectos
perjudiciales para la planta, ya que la segunda consecuencia del cierre estomatico es la restriccion
del intercambio de gases entre la hoja y la atmésfera limitando la disponibilidad de CO; para la
fotosintesis (53; 70; 135). A esto se denomina comunmente “limitacion estomatica de la
fotosintesis”. Por esta razon algunos autores proponen que mantener los estomas abiertos durante
la inundacién podria constituir un mecanismo adaptativo para sostener altas tasas de intercambio

gaseoso en tales condiciones (5; 22; 78; 150; 154; 201).

1.4.7. Fotosintesis e intercambio gaseoso durante la inundacion

La afectacién de la fotosintesis puede darse en cuestién de horas o dias, dependiendo de la
tolerancia al estrés de cada especie (171; 195). En tomate por ejemplo, la reduccién de g ocurre
a la pocas horas desde el inicio de la inundacién (25; 53) y afecta negativamente a la actividad
fotosintética (53), demostrando la gran sensibilidad de la especie a este tipo de estrés (22). La
ocasional reduccién de la fotosintesis (caida de la tasa de asimilacién neta del carbono, A) por
efecto de la inundacién es comiin en muchas especies vegetales como algodén (137); maiz (197);
arboles (72; 150); meldén (195); soja (135); poroto (107) y tomate (22), siendo los mecanismos

implicados en dicha disminucién de muy variada naturaleza. Atin hoy se considera que se sabe
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muy poco sobre la respuesta fotosintética a la inundacién (201), pero podria ser considerado como
un factor que pone en riesgo las posibilidades de supervivencia de la planta (123).

Segun Striker (171) y Ashraf (7) las causas principales de la caida de A pueden resumirse en:
cierre estomatico, reduccion del contenido de clorofila, reduccion de la actividad carboxilativa de
las enzimas y dafios oxidativos en el fotosistema II (PSII). Aparentemente, durante las primeras
horas de estrés las limitaciones estomadticas son la principal causa de la reduccién de A (198),
mientras que tras periodos mas prolongados se alterarian las reacciones bioquimicas relacionadas
a la fotosintesis (34). Estas ultimas se engloban dentro de las “limitaciones no estomaticas” de la
fotosintesis. Herrera et al., (72), observaron que la caida de g, en arboles de terrenos
frecuentemente anegables explica solamente en parte la reduccion de A. En algunas especies
sensibles a la inundacién la caida de A se corresponde con altas concentraciones intercelulares de
COs (), a pesar de la reduccién de gs (113), evidenciando posibles restricciones en la eficiencia
de carboxilacién (dA/dC;), sin que las limitaciones estomdticas tengan un Unico y dominante
efecto sobre la caida de A (5; 196; 197; 201). Un ejemplo de ello es lo que ocurre en algodén
durante el anegamiento del suelo, donde la reduccion de A se debe tanto al cierre estomatico como
a causas no estomadticas y metabdlicas que afectan la difusién de los gases, la bioquimica de la
fotosintesis y el rendimiento cudntico del PSII (137). En tomate también se ha reportado la
disminucién dA/dC;y alta C; cuando los estomas se encontraban cerrados, indicando la existencia
de limitaciones no estomaticas de A durante la inundacion (53).

Las limitaciones del tipo no-estomadticas durante la inundacién pueden tener diferentes origenes,
pero se relacionan generalmente a la disminucion en la actividad (Vema*) y abundancia de la
Rubisco (3; 70; 113; 142). Se ha propuesto que la degradacién de Rubisco y Rubisco activasa’
debido a una elevada actividad proteolitica (degradacién enzimdtica) o el estrés oxidativo
producido por alta produccion de ROS, sean las responsables de la disminucién de A vinculada a
la senescencia foliar durante la inundacién en tomate (3) y otras especies (171; 197). La cantidad
y actividad de Rubisco en estas condiciones podria también verse limitada debido a la baja
disponibilidad de N y otros nutrientes para su regeneracioén, producto de la inactividad de las
raices (3; 70; 86; 96; 197). Adicionalmente, la inhibicién de los genes vinculados a la sintesis de
la Rubisco podria ser otra causa de su disminucién (47; 87). En este aspecto, existen evidencias
que en hojas de tomate la sintesis de Rubisco y Rubisco activasa se encuentran negativamente

reguladas durante la inundacién (3).

4 Vemax: Tasa médxima de carboxilacién (58). Una estimacién o medida indirecta de la actividad de la enzima Rubisco. Se obtiene a
partir del tramo lineal de la curva de respuesta de A a la C; que se corresponde a bajas concentraciones de CO,

3 Enzima cuya funcion es la de mantener a la Rubisco en estado activo mediante la remocion de grupos azidcares fosfatos de su sitio
activo, los cuales podrian bloquear la unién al sustrato o impedir la carboxilacién (3; 175). La activasa funciona como chaperona
molecular, cambiando la conformacién de Rubisco de inactiva (cerrada) a activa (abierta) y su actividad depende de la disponibilidad
de ATP, por ende, de la luz (160)
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Otra limitacién a la fotosintesis en plantas de tomate inundadas viene dada por una reducida
capacidad de regenerar ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP)%, la cual podria estar vinculada a una baja
disponibilidad de fésforo inorgénico (P;) producto de la inhibida absorcién de nutrientes por parte
de las raices (25). También la disminucién del pH en los cloroplastos por la gran produccién de
fosfoglicerato (PGA), producto de los altos niveles de CO,, puede interrumpir la formacién del
complejo Rubisco-CO»-Mg** necesario para el equilibrio entre las reacciones de carbamilacién y
descarbamilacién de la enzima (113). También existen trabajos que relacionaron la inhibicién de
la Rubisco con la acumulacién de carbohidratos solubles (106).

Cuando se analiza lo que ocurre a nivel de la totalidad de una planta, puede observarse una
disminucién en la tasa de crecimiento de plantas bajo condiciones de exceso de agua, lo que
ocasiona una menor demanda de triosas fosfato para la sintesis de sacarosa y la disminucién del
transporte del azicar por floema. De esta manera se inicia una acumulacién de almidén en las
hojas que se traduce como un “feedback negativo” sobre la tasa fotosintética (171). Los
desacoples y dafios a los componentes del PSII y la cadena transportadora de electrones también
son causas limitantes de A durante el anegamiento (197). En el caso del mutante enano de tomate
Micro-Tom se observé que una de las principales causas de la disminucién de A durante la
inundacion son los desacoples e inhibiciones que tienen lugar en el PSII, afectando algunos de
los principales pardmetros de la fluorescencia de la clorofila (79), donde ademds el etileno podria

estar limitando estos procesos (46).

1.4.8. Fluorescencia de la clorofila durante la inundacion

La luz es el elemento clave en la produccién primaria, pero sin un sistema eficiente de
transferencia/transformacion, el exceso de energia luminosa puede resultar muy peligroso,
provocando dafios oxidativos debidos a la produccién de ROS (164), situacién comtin cuando las
plantas se encuentran sometidas bajo algin estrés abidtico. En condiciones de inundacién, la
produccion de ROS puede sobrepasar la capacidad de detoxificacion’ de las plantas y generar
dafios oxidativos en las proteinas, peroxidacién lipidica y pérdida de estabilidad de las
membranas del aparato fotosintético (197).

Los pardmetros de la fluorescencia ofrecen informacion sobre el estado y funcionamiento de los
principales componentes del aparato fotosintético de la planta y la manera en que los distintos
estreses ambientales pueden afectarlo (121). La mayor parte de las reacciones que emiten
fluorescencia se llevan a cabo en el PSII, siendo dicho componente muy sensible a diferentes

tipos de estrés® (79; 134; 157). Por este motivo, la fluorescencia de la clorofila a constituye una

6 Jmax: Velocidad maxima de transporte de electrones (58). Una estimacion o medida indirecta de regeneracion de RuBP. Se obtiene a
partir del tramo de la curva de respuesta de A a la C; que se corresponde a altas concentraciones de CO,. Se vinculada al funcionamiento
de la cadena de transporte de electrones, la sintesis de NADPH, ATP, y el ciclo reductivo de las pentosas fosfato.

7 Denominado también sistema scavenging

8 Ante desbalances energéticos es propenso a oxidar pigmentos y aminodcidos o formar ROS debido a su elevado potencial de
oxidacién (157)
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herramienta de gran importancia para la deteccién temprana de los efectos perjudiciales del estrés
sobre el vegetal (121).

Las inundaciones provocan grandes perturbaciones en los parametros de la fluorescencia de la
clorofila (5; 7), y esto se relaciona al deterioro progresivo de la maquinaria fotosintética donde,
posiblemente, la pérdida de clorofila y proteinas condicionen la eficiencia de los complejos
cosechadores de luz, dando inicio a un desbordamiento de electrones y deterioro severo en la
cadena de transporte electrénico (22). Se considera que la caida de los pardmetros de intercambio
gaseoso A 'y gs durante la inundacién podria inducir foto-inhibicién en algunas especies (70; 150).
La limitada disponibilidad de CO, para la fotosintesis en plantas de tomate inundadas, afecta
también la eficiencia fotoquimica del PSII (53). Esta imposibilidad de canalizar el poder reductor
en la fijacién de CO; podria ademads ser una de las razones por la cual se incrementa la produccién
de ROS durante la inundacién en tomate (3; 7). La reduccién de la eficiencia fotoquimica méxima
(F\/Fw) y la eficiencia fotoquimica actual de fotosistema II (®psi)® durante la inundacién ha sido
reportada en trabajos previos realizados en distintas especies (5; 70; 150; 168; 200), incluyendo
también al tomate (22; 53; 55; 79), pudiendo constituir una importante limitacién (no estomética)
de la fotosintesis (5; 201). Klédring y Zude (97) han sugerido que las modificaciones de los
patrones de fluorescencia durante la hipoxia radical en tomate son indicios de limitaciones en los
centros de reaccion del PSII y en tasa de transporte de electrones. El etileno podria tener un efecto
indirecto sobre el decaimiento de F./F, durante el estrés producto de la induccién a la senescencia
anticipada, tal como fue reportado en soja durante el estrés hidrico (46).

La reduccién de F\/Fr, y @psi en situaciones de estrés puede ser indicativo de la existencia de un
dafio oxidativo, como asi también reflejando un incremento de los mecanismos de fotoproteccion,
lo que reduciria la eficiencia fotoquimica del PSII'C. La disipacion térmica de la energia a través
del quenching'’ no fotoquimico (NPQ) es considerado el mecanismo regulatorio mas importante,
inmediato y eficiente del excedente energético en el PSII protegiéndolo de la fotoinhibicién'?
(157; 202). Su incremento durante el estrés es comtn y se ha visto en muchas especies sometidas
a periodos de inundacién (5; 168). En plantas de tomate inundadas se encontré que el NPQ
aumenta gradualmente desde el inicio del estrés (53). La posibilidad de que el NPQ aumente en
sincronia con la disminucién del quenching fotoquimico (disipacién de la energia mediante
reacciones bioquimicas de la fotosintesis) favorece a la planta con mejores posibilidades de
sobreponerse a las condiciones estresantes, mientras que de no existir dicha respuesta podria

indicar una deficiencia en la fotoproteccién (150). En algunas oportunidades se ha demostrado

° Por mds informacién consultar revisiones de Maxwell y Johnson (121) y Murchie y Lawson (2013)

10 La energia proveniente de la des-excitacién de la Chl a puede seguir tres vias diferentes: la via fotoquimica (fotosintesis), la
disipacion en forma de calor (NPQ) o su re emisién en forma de luz (fluorescencia). Estas tres vias son competitivas entre ellas, por
lo que un aumento o disminucién en cualquiera de estas fracciones implica una disminucion o aumento en las otras respectivamente.
' El término inglés “quenching”, se traduce al espafiol como “enfriamiento” o “extincién”, haciendo referencia en este caso a un
mecanismo ttil para la discipacion de la energia en el fotosistema.

12 Tipo de estrés oxidativo que genera dafios celulares afectando el normal funcionamiento del fotosistema (121) y, en casos mds
severos, causa la degradacion de sus componentes.
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que especies tolerantes a la inundacién han mantenido altos valores de Fv/Fm, ®psn y NPQ durante
el estrés (70; 201), por lo que dichos pardmetros también son ttiles para validar mecanismos de
tolerancia a estas condiciones criticas del ambiente. Por ejemplo, en el caso del tomate, la menor
reduccién de F\/Fn es indicador de una mejor tolerancia a la inundacién (22; 55).

Las variaciones en la capacidad fotosintética y en los mecanismos de disipacion de la energia se
relacionan estrechamente con las diferencias en la composicién de pigmentos de las hojas. Las
modificaciones en la relacion entre el contenido de clorofila a (Chl @) y el contenido de clorofila
b (Chl b) (expresado mediante el indice Chl a/b) constituye un mecanismo de adaptacién frente a
diferentes tipos de estrés (96; 128; 164). El andlisis de la composicién de clorofilas por medio de
Chl a/b da la posibilidad de realizar inferencias sobre los cambios conformacionales que suceden
en el fotosistema en respuesta al estrés con el proposito de balancear la captacion, conduccién y
disipacion de la energia que llega a través de la luz'?, evitando asi potenciales dafios del excedente
energético en condiciones donde la maquinaria fotosintética no se encuentra en condiciones
Optimas de funcionamiento. En algunas especies el indice Chl a/b se relaciona positivamente con
Opsi y Fv/Fm(120; 164). En el caso de la alfalfa se ha reportado la disminucién de Chl a/b durante
la inundacién (168).

La capacidad NPQ de las plantas posee estrecha relacion con el contenido y composicién de los
carotenoides (45; 164). Los carotenoides evitan la activacion del oxigeno, protegiendo asi los
complejos de clorofila-proteina de la foto-oxidacion y se considera que sin la proteccién ejercida

por estos pigmentos se produciria una destruccién rapida y completa de los fotosistemas (173).

1.4.9. Balance de carbohidratos durante la inundacion

La composicién de carbohidratos, su particion y la funcidén que desempefian durante la inundacién
varfan entre diferentes especies vegetales y el momento de la vida de la planta en la cual se
produce la inclemencia. En algunas especies arbdreas, por ejemplo, se ha sefalado que la
tolerancia a la inundacién se relaciona con la capacidad de las raices de acumular azicares (70;
150). Los estudios realizados en plantas concuerdan generalmente en un aspecto fundamental, la
pérdida de funcionalidad de las raices sumergidas, principalmente la inhibicién de la respiracion
aerdbica, provoca que dicho drgano resienta su capacidad como destino, interrumpiéndose el flujo
de savia en la planta y pudiendo ocasionar una acumulacién de azicares y almidén en las hojas
(8; 22; 70; 150). La presencia de una elevada concentracion de azicares en la parte aérea de
plantas en suelos inundados parece tener una relacion directa con la capacidad de supervivencia
de las mismas (70; 118). Bhatt e/ al., (22) han propuesto que los carbohidratos que se acumulan

en hojas de tomate durante la inundacién le confieren a la planta mayor tolerancia al estrés,

13 Los cambios en Chl a/b sugieren una modificacién de la estructura y el funcionamiento del aparato fotosintético en base a que la
Chl a se localiza principalmente en los centros de reaccién y antenas de ambos fotosistemas, mientras que Chl b estd mds bien
restringida a los sistemas de captacién de luz (120).
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cumpliendo funciones como osmoreguladores, moléculas de sefalizacién, reguladores
metabdlicos y/o fuentes de energia.

La osmoregulacion durante la inundacién pareciera constituir un mecanismo de adaptacion
efectivo en muchas especies frente a condiciones estresantes, ya que en varias ocasiones la
disminucién del potencial osmotico () en las hojas debido a la acumulacién de azicares, se
relaciond positivamente con la mayor capacidad de tolerancia a dicho estrés (22; 70).

La funcién de los aziicares como moléculas de sefializacién considera la posibilidad de que la
caida de A en situaciones de hipoxia radical esté controlada por un mecanismo de
retroalimentacién donde la alta concentracion de carbohidratos en las hojas sea una sefial para
inhibir las reacciones de carboxilacién en una situacién donde la actividad de los destinos esta
fuertemente limitada (8; 190). En determinadas ocasiones se ha observado que altas
concentraciones de azucares solubles se han correlacionado con la represion y regulacion negativa
de genes de la fotosintesis, como los que codifican las enzimas CAB y Rubisco, mientras que por
otro lado han mejorado la capacidad de detoxificacién de radicales libres que podrian generar
estrés oxidativo por ROS (62; 161). El rol de los azicares como metabolitos de sefializacién atin
no estan del todo esclarecidos y podrian constituir una interesante via de regulacion metabdlica
junto a las hormonas (117).

Que los carbohidratos acumulados en las hojas durante la inundacién puedan ser utilizados para
el mantenimiento del metabolismo tiene sus fundamentos considerando que, ante la reduccién de
la fotosintesis neta, la planta se vale de las reservas y la pobre produccién de fotoasimilados para
mantener funcional el metabolismo. La progresiva falta de oxigeno en el suelo cumple la funcién
de sefializacion e induccion de la acumulacion de carbohidratos en la parte aérea para “preparar”
a la planta ante un inminente periodo de estrés (70). La retencién de azicares podria permitir
mantener el crecimiento de la parte no sumergida del vegetal tras la reduccién de A en plantas de

tomate (22).
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2. HIPOTESIS

El etileno producido por las plantas de tomate durante la inundacién del suelo y la sumersion

parcial de sus tejidos en agua, induce los procesos involucrados en la senescencia foliar

anticipada.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Determinar procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares involucrados en una mayor
tolerancia al estrés por inundacién en plantas de tomate con menor sensibilidad o sintesis de

etileno.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Estudiar la aparicion de sintomas de senescencia en plantas de tomate inundadas.

3.2.1.1. Analizar los parametros fisioldgicos asociados a la senescencia foliar.
3.2.1.2. Medir los cambios bioquimicos y moleculares debidos al progreso de la senescencia en

hojas.

3.2.2. Determinar las respuestas fisiolégicas a la inundacién en plantas de tomate inhibiendo la

sintesis endgena de etileno.
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4. METODOLOGIA

4.1. Experimentos realizados con el mutante Nr

Con el objetivo de evaluar el efecto de una menor sensibilidad al etileno en la senescencia foliar
de plantas de tomates sometidas a la inundacidn, se analizaron una serie de parametros fisiolgicos
y moleculares relacionados con dicho proceso en plantas del mutante Never ripe (Nr) y de su
genotipo salvaje Pearson (PRS). Como ya se mencioné anteriormente, el mutante Nr posee una
mutacion en uno de sus receptores del etileno (LeETR3) por lo que los efectos de la hormona se
ven reducidos. Estas pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del
Instituto de Botdnica del Nordeste (IBONE, Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Nordeste) y en el laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de Ciencias

Agrarias, Alimentarias y Agro-ambientales de la Universidad de Pisa (UNIPi, Italia).

4.1.1. Primera experiencia con Nr: Evaluacion visual del progreso de la senescencia foliar
durante la inundacion

4.1.1.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Se trabaj6 con plantas de PRS (accesion LA0012) y Nr (accesiéon LA0162) de 28 dias de edad.
Esta edad permite trabajar con plantas que ya poseen un nimero suficiente de hojas maduras para
evaluar la respuesta al estrés. A su vez, su tamafo posibilita la realizacién de los ensayos en
cdmaras de crecimiento (condiciones controladas), metodologia cominmente utilizada en trabajos
de fisiologia vegetal (144). Las plantas fueron obtenidas por siembra en germinador. Los
germinadores consistieron en placas de Petri de vidrio con papel absorbente en su interior sobre
el cual se distribuyeron uniformemente las semillas (Figura 6A). Las placas fueron regadas con
abundante agua destilada y posteriormente cerradas. La germinacidon se realizd en cdmara
climatizada a 26 £+ 2 °C, 60% humedad relativa (HR), fotoperiodo de 15 h de luz y una irradiancia
de 116 pmol m? seg’! (ldmparas fluorescentes). Transcurridos 7 dias desde la siembra se realizé
el trasplante a contenedores de plésticos de 250 cc (vasos de polietileno con orificios en la base
para permitir el drenaje) con una mezcla de sustrato horticola comercial (94-99% turba, Dynamics
2, Agri Service, Buenos Aires, Argentina) y perlita en una relacion 2:1 respectivamente, y se regé
con agua de red hasta el punto de saturacién, evidenciado cuando comenzé el drenaje de agua por
el orificio inferior (Figura 6B). Las plantas crecieron en cdmara climatizada en condiciones
controladas de temperatura, humedad y luz (26 + 2 °C; 60% HR; fotoperiodo de 15 h 'y 500 umol
m? seg! de irradiancia emitidas por ldamparas de sodio de alta presién). A fin de asegurar el
correcto estado nutricional de las plantas se realizaron riegos diarios con solucién nutritiva de

Hoagland y Arnon (74) durante las tres semanas anteriores al inicio de la prueba.
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Figura 6. Establecimiento del experimento con las plantulas de tomate. A. Detalle de una de las placas de
Petri utilizada para la germinacidn, en donde se observa el estado que presentan las pldntulas de tomate a
los 7 dias desde la siembra; B. Aspecto de los contenedores de 250 cm® de volumen en donde se observa el
estado que presentaron las plantas recién trasplantadas.

Para la inundacién (flooding FL), las plantas en sus respectivos contenedores, fueron introducidas
en recipientes transparentes individuales (vasos de polietileno transparentes de 1 L). La
simulacién experimental de la inundacion, se realizé manteniendo el nivel del agua durante toda
la prueba 15 mm por encima del nudo cotiledonar. Para lograr que las plantas permanezcan
sumergidas, fueron sujetadas individualmente al recipiente por medio de una varilla pldstica y
cinta adhesiva (Figura 7). Las plantas control (C) se mantuvieron a capacidad de campo
regdndolas regularmente con la misma calidad de agua utilizada para el tratamiento de
inundacién. La duracién de cada experimento fue de 6 (seis) dias, contando como 0 (cero) desde
el momento que se realizé la sumersion de las plantas. A fin de evitar un posible efecto de la
variacién de la intensidad de la radiacion luminica en las diferentes zonas de la cdmara, las plantas

fueron intercambiadas de posicién cada dos dias.

Figura 7. Esquema del sistema utilizado para realizar el tratamiento de inundacién (IBONE, UNNE,
Argentina) en plantas de tomate de 28 dias de edad.

4.1.1.2. Obtencion de las muestras y andlisis estadistico

El diseio experimental utilizado se corresponde al tipo completamente aleatorizado con 5
individuos por tratamiento (n = 5). Se evalud el contenido relativo de clorofila (SPAD) con un
dispositivo portitil SPAD-502 (Konica Minolta, Osaka, Japén) mediante mediciones matutinas
(entre las 9:00 y 11:00 h) llevadas a cabo cada 2 dias desde el inicio de la inundacién (DDI) (0,
2,4 y 6 DDI) sobre la primera hoja completamente desarrollada (tercera hoja, contando como 0

el nudo cotiledonar). Este criterio se tomé como regla para todas las experiencias siguientes. Al
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finalizar la experiencia (6 DDI) se realizé un corte de las hojas mds representativas de cada
tratamiento y se fotografiaron para la apreciacion visual del estado de senescencia foliar.

Para el andlisis estadistico de los datos de SPAD se utiliz el programa GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), mediante andlisis de la
varianza (ANOV A) con un nivel de significancia de a = 0,05. También fue realizada una prueba
de comparaciones multiples por Tukey (P < 0,05; n = 5) para evaluar la diferencia entre fechas
de muestreo para cada tratamiento (2 vs. 4 vs. 6). Se utiliz6 la prueba t de Student para

comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n =5).

4.1.2. Segunda experiencia con Nr: Evaluacion de pardmetros fisiologicos y moleculares
relacionados a la senescencia

4.1.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Se trabaj6 con plantas de PRS (accesién LA0012) y Nr (accesiéon LA0162) de 28 dias de edad
(contados desde la siembra), las cuales fueron obtenidas por siembra en germinador. Los
germinadores consistieron en bandejas de aluminio de 144 x 119 x 44 mm (515 cc) con papel
absorbente en su interior sobre el cual se distribuyeron uniformemente las semillas. Las bandejas
fueron regadas con abundante agua destilada y cerradas con bolsas de polietileno de alta
resistencia de 230 x 320 mm de color transparente. La germinacion se realizd en cdmara
climatizada a 26 + 2 °C, 60 % HR, fotoperiodo de 15 h de luz y una irradiancia de 116 pmol m™
seg’! (Iamparas fluorescentes). Transcurridos 7 dias desde la siembra se realizé el trasplante de
las pldntulas a contenedores de pldstico negro de 520 cm? con una mezcla de sustrato comercial
(99% turba, Hawita Flor, Vechta, Alemania) y perlita (Agrilit 3, Perlite Italiana, Mildn, Italia) en
una relacién 2:1 respectivamente. Las plantas crecieron en cdmara climatizada en condiciones
controladas de temperatura, humedad y luz (26 + 2 °C; 60 % HR; fotoperiodo de 15 h 'y 500 pmol
m? seg’! de irradiancia emitidas por lamparas de sodio de alta presion). A fin de asegurar el
correcto estado nutricional de las plantas se realizaron riegos diarios con solucién nutritiva
Hoagland y Arnon (74) durante las tres semanas anteriores al inicio de la prueba.

El tratamiento de inundacién (FL) se llev6 a cabo en contenedores plasticos transparentes con un
volumen de 22 L (390 mm x 280 mm x 280 mm), con cuatro plantas en el interior de cada uno
(Figura 8). Para simular las condiciones de inundacién el nivel del agua se mantuvo durante toda
la prueba 15 mm por encima del nudo cotiledonar. Para lograr que las plantas permanezcan
sumergidas se ideo el sistema esquematizado en la Figura 9. La maceta que contenia cada planta
fue a su vez introducida en otra de igual tamafio que contenia en su fondo, un espesor de 1 cm de
piedras (canto rodado) en su interior (Figura 9A) para impedir la flotaciéon. Ambas macetas se
mantuvieron unidas por cinta de papel adhesiva, y para evitar que la parte aérea de las plantas
quede introducida completamente en los contenedores plasticos transparentes, donde la variacién

de las condiciones climéticas podia ser importante respecto al resto de la cdmara, cada maceta
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individual fue apoyada sobre otra de iguales dimensiones, pero invertida y situada en el fondo del
contenedor (Figura 9B). Las plantas correspondientes al tratamiento control (C) se mantuvieron
en las mismas condiciones ambientales y fueron mantenidas a capacidad de campo regando
diariamente con la misma agua del tratamiento inundado. La duracién del experimento fue de 6
dias, contando como dia inicial desde el momento comenz6 la sumersién de las plantas. A fin de
evitar el posible efecto de la variacion de la intensidad de la radiacion en las diferentes zonas de

la camara, los contenedores fueron cambiados de posicién cada dos dias.
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Figura 8. Tratamiento de inundacién (UNIPi, Italia). En cada contenedor se colocaron 4 plantas de tomate
de 28 dias de edad. El nivel de agua se mantuvo 1,5 cm por encima del nudo cotiledonar.
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Figura 9. Esquema de sistema utilizado para realizar el tratamiento de inundacién (UNIP4, Italia) en plantas
de tomate de 28 dias de edad. A. detalle de piedras en maceta para mantener a las plantas en sumersion; B.
detalle de sujecion y sistema de elevacién de macetas.

4.1.2.2. Obtencion de las muestras y andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorizado con 8 repeticiones para cada
tratamiento (n = 8). En el caso de las determinaciones que requerian la destruccion del material
vegetal, a los 6 DDI se realiz6 el muestreo foliar para posteriormente analizar: pigmentos foliares,
carbohidratos no estructurales, proteinas solubles, actividad protedsica total y expresion génica.
Para ello se utiliz6 una tijera para deshojar y separar los foliolos de cada hoja. Con un sacabocados
de 9 mm de didmetro (aproximadamente 10 mg de peso fresco por disco) se tomaron las muestras
del foliolo apical para pigmentos y proteinas (una muestra por planta), mientras que para
expresion génica, se apilaron los foliolos apicales de todas las plantas y se realizé un muestreo
compuesto (tres muestras compuestas por tratamiento) con un sacabocados de 4 mm de didmetro.
Las muestras para la determinacién de pigmentos fueron tratadas en el momento (material fresco),
mientras que para el resto de andlisis fueron guardadas inmediatamente en freezer a -80 °C. Las

metodologias utilizadas para cada determinacién se detallan a continuacioén.
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4.1.2.2.1. Andlisis de pigmentos foliares
Con el objetivo de estudiar la senescencia foliar considerando la pérdida de pigmentos, se
analizaron los contenidos de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl (a+b)) y
carotenoides totales (Car). Para ello se siguié la metodologia propuesta por Caser et al., (32)
modificando proporcionalmente las cantidades de material vegetal y reactivos utilizados para
adaptarlo al uso de microtubos de reaccién. Para ello se corté y pesé un disco foliar de 9 mm
didmetro (10 mg aproximadamente) con un total de cinco repeticiones por tratamiento.
Inmediatamente fueron colocados en tubos plasticos de reaccion con tapa de un volumen de 1500
uL y se agregaron 1000 uL de metanol al 99,8 %. Las muestras fueron colocadas en cdmara fria
a4 °C, manteniéndolas en oscuridad y agitacion constante durante toda la noche. Al dia siguiente
se realizaron diluciones 1:10 (100 puL de extracto en 900 uL. de metanol 99,8 %) y se procedié a
la lectura de la absorbancia en espectrofotometro (UV-1800, UV spectrophotometer, Shimadzu)
a 665,2; 652,4 y 470,0 nm.
Para el calculo del contenido de cada pigmento se utilizé una planilla de Excel siguiendo las
férmulas desarrolladas por Lichtenthaler (114):
Chl a =16,72 X Asss2— 9,16 X Agsoa
Chl b = 34,09 x Ass2.4— 15,28 X Asss2
Chl (a+b) = 1,44 x Asss2 —24.93 X Ass24
Car = (1000 x A470,0 — 1,63 x Chl a — 104,96 x Chl b) / 221
Donde: Asss.2 es la lectura de absorbancia a 665,2 nm; Agsz.4 es la lectura de absorbancia a 652,4
nm y A4z es la lectura de absorbancia a 470,0 nm. Los resultados finales fueron expresados en
microgramo por gramo de peso fresco (ug g PF!). Con los resultados obtenidos se calcularon
ademds las relaciones Chl a/b y Car/Chl (a+b).
El andlisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para

comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n =5).

4.1.2.2.2. Andlisis del intercambio gaseoso

Durante la prueba se realizaron medidas no destructivas para determinar el rendimiento
fotosintético e intercambio gaseoso con el sistema portétil LI-6400 (LI-COR Inc., Nebraska,
Estados Unidos). Las mediciones se realizaron sobre el foliolo apical de la hoja resguardando la
integridad del mismo para las siguientes mediciones.

Las lecturas con el LI-6400 se realizaron entre las 9:00 y 12:00 h, sobre hojas completamente
desarrolladas de 8 plantas por tratamiento (n = 8) a la intensidad de luz de crecimiento (500 pmol
m~ seg™!), temperatura foliar de 25 + 1 °C, 60 % de HR, presién de 101,9 mPA y concentracién
de CO; de 400 ppm. Para el andlisis del intercambio gaseoso se registraron las medidas

instantdneas de: tasa de asimilacién neta de carbono (A), conductividad estomdtica (gs) y
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concentracion intercelular de CO» (C;). La eficiencia del uso hidrico intrinseca (A/gs) se calcul6 a
partir de la razén entre las lecturas individuales de A y gs. Las lecturas se realizaron a las 48 h (2
DDI), 96 h (4 DDI) y 144 h (6 DDI) de iniciado el tratamiento.

Con el fin estudiar la respuesta de las plantas al incremento del COs, el dltimo dia de la prueba (6
DDI), se realizé la medicién de A en hojas sometidas a diferentes concentraciones atmosféricas
de CO, (C,) a fin de inducir en la planta la apertura gradual de los estomas y, de ésta manera,
incrementar Ci. En este caso, las mediciones de realizaron sobre la tercera hoja de tres plantas por
tratamiento (n = 3), a una intensidad luminica de 1500 pmol m™ seg! (luz saturante) y haciendo
variar C, entre 50, 75, 100, 150, 200 y 400 umol mol™!, porcién de la curva A-Ci que segin el
modelo del mecanismo de asimilacién de CO; de Farquhar et al., (58) responde a la actividad de
la enzima ribulosa 1-5 bi-fosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) y la pendiente de la curva
(dA/dC) representa la eficiencia de dicha actividad. Se opt6 por limitar el estudio al primer tramo
de la curva ya que de extender la medicién hasta concentraciones de C, saturantes (2500 pmol
mol ™), el tiempo requerido para tal registro, considerando la necesidad de realizar las réplicas
para cada tratamiento y el hecho de que se debe permitir a la planta un periodo de al menos 5
minutos entre cada punto de la curva para su aclimatacién a las nuevas condiciones, implicaria
un tiempo de medida excesivo si se considera que la prueba tiene una duracién total de 6 dias. A
partir del analisis de regresion de los datos recabados se construy6 la curva A-C; y se estimo la
eficiencia maxima de carboxilacion de la Rubisco (Vemax) (n = 3) (58), donde necesariamente las
mediciones son normalizadas a 25 °C usando el modelo de respuesta de la Rubisco a la
temperatura de Bernacchi (164). Para el cédlculo de Vcmax se utilizaron planillas de Excel
predisenadas para tal fin.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando para A, gs, Ci y A/g, la prueba t
de Student para comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P <
0,05; n = 8) y anélisis de la varianza (ANOV A) con un nivel de significancia a igual a 0,05 entre
fechas de muestreo (2 vs. 4 vs. 6), realizando el test de comparaciones miiltiples por Tukey (P <
0,05; n = 8). En el caso de dA/dC; y Vcmax se aplicé la prueba t de Student para comparaciones
entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n = 3).

4.1.2.2.3. Andlisis del contenido de proteinas solubles totales

Para determinar el contenido de proteinas totales se extrajeron las muestras con un sacabocados
de 9 mm de didmetro, cortando dos discos foliares (20 mg aproximadamente) por planta y por
hoja. La extraccion de las proteinas fue efectuada siguiendo la metodologia propuesta por Battelli
et al., (18). Para preservar las proteinas, todo el procedimiento se realiz6 en hielo a fin de
disminuir la actividad proteolitica de la muestra. La homogeneizacion del tejido foliar se realizé

en un volumen de 250 uL de tampdn de extraccién frio (Tris—HC1 50 mM pH 7.4, EDTA 1 mM,
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DTT 1 mM, Triton X-100, 0,1% (v/v)) en tubos plasticos de reaccién con tapa de 1500 uL y
mediante el uso de un pilén plastico especial para dichos tubos. Los residuos se eliminaron
mediante la formacién de un pellet por centrifugado durante 10 min a 14.000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante (proteinas en solucién) se rescatd en un tubo nuevo y se conservo a -80 °C.

La cuantificacién de las proteinas se realiz6 mediante la reaccion de Bradford (28), utilizando el
kit “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad, Hercules CA, USA). Este es un método sencillo y rdpido,
que se basa en la unidn del colorante hidrofébico azul de Coomassie a las proteinas de la muestra.
El colorante en solucién acuosa y en presencia de acido fosférico adopta un color pardo, pero al
incorporarse al interior de la proteina, origina un color azul intenso con un pico maximo de
absorbancia a 595 nm que puede medirse facilmente por espectrofotometria.

Para ello, se prepar6 la mezcla de reaccién con 1 parte del reactivo Dye concentrado en 4 partes
de agua bi-destilada. Para hacer posible la cuantificacidn, se preparé una curva patrén de seis
puntos crecientes en orden de concentracién de proteina de suero bovino (BSA) pura como
sugiere el protocolo del kit. Los extractos proteicos fueron descongelados en hielo, y debido al
alto contenido proteico de las hojas visto en pruebas preliminares, se realizaron diluciones con
agua bi-destilada (1:5) a fin de realizar una correcta lectura en el espectrofotometro. Para las
reacciones se utilizaron tubos plésticos de 1500 pL con tapa, mezclando un volumen de 1000 puL
de mezcla de reaccién y 20 pL de muestra diluida o del patrén de la curva correspondiente. Para
el blanco, se utilizaron las mismas proporciones, pero reemplazando la muestra por agua bi-
destilada. Se mezclaron las reacciones con un agitador y se dejd incubar a temperatura ambiente
(TA) durante 10 min antes de proceder a la lectura de absorbancia en espectrofotémetro (UV-
1800, UV spectrophotometer, Shimadzu) a una longitud de onda de 595,0 nm. En una planilla de
Excel se construy6 la curva a partir de los patrones, y mediante el cdlculo de la ecuacion de la
recta, y considerando el peso fresco de cada muestra, se determind el contenido proteico
expresdndolo en microgramos de proteina por miligramos de peso fresco (ug mg PF ).

El andlisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para

comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n =5).

4.1.2.2.4. Andlisis de la actividad protedsica total

La actividad protedsica total en hojas de plantas de tomate sometidas a inundacién fue realizada
a partir de los extractos proteicos de hojas obtenidos con el siguiente buffer de extraccion: Tris-
HCI 50 pH 7.0, 2-mercaptoetanol 10mM, polivinilpolipirrolidona insoluble (PVPP) 2,5%, Triton
X 0,1%. El método, detallado por Battelli et al., (18), se basa en la liberacién de croméforos
azoderivados unidos a las molécula de caseina a medida que esta tdltima viene degradada por las
proteasas presentes en el extracto vegetal. Una vez liberados los azoderivados absorben luz en el

rango del espectro visible y por lo tanto pueden ser medidos por espectrofotometria. La liberacion
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de estos compuestos es proporcional a la cantidad de proteasas presentes y cuanto mds intensa es
la actividad de las proteasas, mds croméforos se generan y por lo tanto el color de la reaccion es
mds intenso.

Mediante una prueba preliminar de actividad con tampén acetato 50 mM a diversos pH (3,5; 4,0;
4.,5; 5,0; 5,5y 6,0) y en base a la bibliografia consultada, se opté por realizar el protocolo a pH
5,5 (maxima actividad proteolitica observada). Las mezclas de reaccién consistieron en 225 uL
de buffer acetato 50 mM pH 5,5; 250 uL de azocaseina al 0,4% (p/v, diluida en NaOH 0,1 N) y 5
uL de 2-mercaptoetanol 0,25 M. Por ultimo, se agregaron 20 uL del extracto proteico y se dejo
incubar durante toda una noche a 32 °C (se registrd el tiempo exacto de incubacién para el cilculo
posterior de actividad). Al dia siguiente y previo a la medicién, la reaccién se detuvo con el
agregado de 4cido tricloracético “TCA” al 50% (p/v) a fin de hacer precipitar las proteinas aun
no degradadas. Las muestras fueron centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 14.000 xg.

Para cuantificar la actividad proteolitica de la muestra luego de la incubacién, se tuvo como
referencia el valor de la misma al tiempo cero. Para ello se utilizaron los “blancos” de cada
muestra donde se usé la misma mezcla de reaccion que se explicé anteriormente, con la diferencia
de que primero se adicion6 el TCA 50% (p/v) y luego el extracto de la muestra. De esta manera
se evita que las proteasas inicien su actividad por no contar con el sustrato. Los blancos fueron
incubados junto al resto de las reacciones.

La lectura de la absorbancia de las muestras y sus respectivos blancos se realizd con
espectrofotémetro (UV-1800, UV spectrophotometer, Shimadzu) a una longitud de onda de 440
nm. Para el cdlculo de la actividad proteolitica de cada muestra, se utilizé una planilla de Excel

siguiendo la ecuacién:

AbSy4om — AbSsa0p
Protxt

Actividad (abs.ug™l.min™1) =

Donde: Actividad, es la actividad proteolitica de la muestra en absorbancia por pg de proteina por
minuto; Absaom, es la lectura de absorbancia de la muestra a 440 nm; Absaos, es la lectura de la
absorbancia del blanco o “tiempo cero”; Prot, es el contenido de proteina en la reaccién en pg; t,
es el tiempo de total de la incubacién en minutos.

El andlisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para

comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n =5).

4.1.2.2.5. Contenido de enzima Rubisco
Para la cuantificaciéon de la enzima Rubisco se utilizé la técnica SDS-PAGE, una separacién por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, del inglés “PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis”) en presencia del detergente aniénico dodecilsulfato sédico (SDS) al 12,5%.
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Los geles fueron preparados en placa vertical con un espesor de 1,5 mm. Cada gel se compuso de
dos partes, la primera o superior que cumple la funcién de acumular las proteinas a fin de lograr
una corrida pareja llamada gel acumulador (del inglés “stacking gel”), y la segunda o inferior,
llamada gel separador (del inglés “separating gel”) que posee mayor grado de reticulacion, a fin
de retener las diferentes proteinas a distintos niveles segtin su masa molecular. Luego de montar
los cristales en el soporte de la cuba electroforética se sell6 la base con una solucién de agarosa
al 1% preparada en el mismo buffer que se utilizd para la corrida electroforética (“running
buffer”). Para los geles de separacion se preparé una soluciéon con 22,5 mL de
acrilamida:bisacrilamida al 30% (en una relacién 39:1 respectivamente), 13,5 mL de buffer tris
HCI 1,5 M pH 8.8, 17,4 mL de agua destilada, 540 uLL de SDS 10%, 300 pL de amonio per-
sulfato (APS) 10% y 60 puL de TEMED (tetrametiletilendiamina). Hasta completar la
polimerizacién de los geles de separacidn se cubri6 la superficie libre de los mismos con 1 pL de
butanol, para evitar la oxidacién producida al contacto con el aire. Comprobada la gelificacion,
se procedi6 al lavado del butanol y cargado del gel acumulador. Este tdltimo se preparé con una
solucién de 5,4 mL de acrilamida:bisacrilamida al 30% (relacién 39:1), 9 mL Tris HC1 0,5 M pH
6,8, 21,4 mL agua destilada, 360 pL de SDS 10%, 240 uL. APS 10% y 36 uL TEMED. Una vez
cargado el stacking gel, se coloc6 el molde en forma de peine para la delimitacién de las calles.
A partir de la cuantificacidn realizada por el método de Bradford, se calculd la cantidad de
extracto necesario a fin de cargar 25 pg de proteina para cada muestra, luego se agregé un
volumen de buffer de muestras (para 10 mL de buffer: 1 mL Tris HCl 1 M pH 6,8 + 4 mL SDS
10% + 2 mL glicerol, 2,5 mL beta-mercaptoetanol + 500 puL de azul de bromofenol). Con el fin
de fragmentar la proteina para el andlisis se realiz6 un golpe térmico en el que se colocaron las
muestras a 95 °C durante 4 min en bloque térmico. Como patrén se utiliz6 un marcador
(Kaleidoscope Prestained Standards) que incluye siete bandas de referencia (7,1; 20,6; 28,9; 34.8;
49,1; 80,0; 124,0 y 209,0 kDa). La corrida electroforética se realizé en presencia de buffer de
corrida (14,4 gr glicina + 3 gr Tris + 1000 mL agua) a voltaje constante y amperaje variable 50
mA durante 60 min y 150 mA durante 90 min. La fijacién de las proteinas se realizé en la solucién
1 (50% metanol + 10% 4cido acético + 40% agua destilada) durante 30 min; la coloracién se
realizé en la solucién 2 (50% metanol + 10% é&cido acético + 40% agua destilada + 0,25%
coomassie brilliant blue r-250) durante 120 min; por ultimo, la decoloracién se realizé en la
solucién 3 (5% metanol + 7,5% acido acético + 87,5% agua destilada) hasta eliminar la coloracién
de fondo (240 min aproximadamente).

El andlisis de los geles se realizé con el programa Gel Analyzer, utilizando comparaciones entre
la intensidad y superficie de las bandas correspondientes a las dos subunidades de la proteina
Rubisco: subunidad mayor RcbL (56 kD) y subunidad menor RbcS (14 kD). Las diferencias se

calcularon como contenido relativo tomando como referencia los valores de PRS control.
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El andlisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para

comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n = 3).

4.1.2.2.6. Estudio de la expresion génica en hojas en respuesta a la inundacion

Con el fin de estudiar la variacién en la expresion de los genes de las plantas de tomate en
respuesta a la inundacién, y su relacién con la senescencia, se realizé el andlisis del nivel de
transcripcion de algunos genes mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Real
Time PCR). Se han estudiado cinco genes que podrian vincularse directamente con el proceso de
senescencia: genes responsables de la sintesis de la sub-unidad grande y pequefia de la enzima
Rubisco (RbcL y RbcS respectivamente), y genes relacionados a la produccién de cistein-
proteasas en tomate (CYPI, CYP2 y CYP3).

Durante el dltimo dia de prueba (6 DDI) se realiz6 un muestreo compuesto, sobre las mismas
hojas donde se realizaron las demdas determinaciones, de cuatro plantas por tratamiento mediante
el uso de un sacabocado por golpe, registrando detalladamente el peso de cada una de ellas (100
mg PF aproximadamente). Las muestras fueron guardadas inmediatamente a -80 °C hasta el dia

de su procesamiento.

4.1.2.2.6.1. Extraccion ARN

Para realizar la extraccién de ARN y obtencién del ADNc (ADN complementario), se sigui6 la
metodologia descrita por Mignolli et al., (124). El material fresco (100 mg aproximadamente) fue
homogeneizado en un mortero de vidrio con 1000 pL de reactivo TRI-REAGENT® (Sigma-
Aldrich) y posteriormente transferido a un tubo de reaccién de 1500 pL. Luego de una incubacién
de 5 min a TA, se procedié al centrifugado a 11.000 rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante
fue rescatado en un tubo nuevo y se agregaron 200 pL de cloroformo, se agit6 vigorosamente
(agitador vortex) durante 15 s e incubd nuevamente durante 5 min a TA. Se realiz6 una nueva
centrifugacion a 11.000 rpm a 4 °C durante 10 min y se recuperd la fase acuosa (superior y de color
claro) en un nuevo tubo y se mantuvo en hielo para agregar 250 puL. de una solucién salina
concentrada (citrato de sodio 0,8 M y cloruro de sodio 1,2 M, Sigma-Aldrich) y 250 uL de
isopropanol. Luego se repiti6 la agitacion, incubacién y centrifugacion antes mencionadas. El pellet
resultante se lavé dos veces con etanol 75% mediante agitacion en vortex y centrifugacion a 8.500
rpm a 4 °C durante 5 min. Con el fin de eliminar cualquier resto de etanol, los tubos se colocaron
es estufa con circulacién de aire a 30 °C durante 5 min. La resuspension del pellet (ARN) se realizé

en 50-60 uL de agua DEPC (Dietil pirocarbonato).
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4.1.2.2.6.2. Purificacion del ARN

La cuantificacién del ARN total extraido se realizé mediante espectrofotometria (UV—Vis
espectrofotometro, Genesys 5, Spectronic, Inc.) a una longitud de onda de 260 nm realizando una
dilucién del extracto (10 pL de extracto en 390 uL. de agua DEPC). Con los datos de absorbancia

se procedio al calculo de concentracién de ARN mediante la siguiente ecuacion:

A260 " fd " 4‘0)
1000

Donde ugARN son los micro-gramos de ARN presentes en la muestra; Ao es la absorbancia de la

UgARN = (

muestra a 260 nm; fd es el factor de dilucion (en este caso 400/10); 40 es el factor de extinciéon molar
(1 A0 =40 ug ARN/mL); 1000 es un factor de conversion de uL. a mL; V, el volumen de elucién
de la muestra (en este caso 60 uL)

Con el fin de eliminar el ADN gendémico presente en las muestras se realizé una digestién con
ADNasas mediante el kit TURBO DNA free (Applied Biosystems/Ambion, Austin, Texas, Estados
Unidos) mezclando: un volumen de extracto equivalente a 5 pg de ARN, 5 uL de buffer (10X
TURBO DNase) y 1 uL. de ADNasas (TURBO DNase). La mezcla de reaccion se llevo a volumen
con agua ultra pura. De esta manera se buscé lograr una concentracién de ARN purificado de 0,125
pg/uL para la sintesis posterior de ADNc. La reaccién se incub6 durante 30 min a 37 °C y luego se
agregaron 5 uL. de un buffer inhibidor de ADNasas (DNase Inactivation Reagent) realizando
agitacién durante 2 min. Mediante centrifugacién (14.000 rpm a TA durante 2 min) se hizo
precipitar los restos de buffer con el inhibidor, y luego se rescataron 40 pL del producto

sobrenadante (0,125 ug ARN purificado/uL).

4.1.2.2.6.3. Sintesis de ADNc

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT PCR) se obtuvo
ADNCc a partir del ARN purificado. Para esto se utiliz6 el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX, USA), haciendo reaccionar mediante PCR
tradicional: 1,25 pg de ARN purificado con RT buffer 10X, dNTPs Mix (desoxirribonucleétidos
trifosfatados) 10x, RT Random Primers (hexdmeros cebadores al azar) 10x, 50 U de MultiScribe™
Reverse Transcriptase (retro-transcriptasa) y agua DEPC en un volumen final de reaccién de 20 pL.

El programa de ciclado utilizado fue el recomendado por el fabricante (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de ciclado para la RT PCR

Etapa Temp. (°C) Tiempo (min)

1 25 10
2 37 120
3 85 5
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A partir de la relacién pg ARN purificado: uL de retro-transcriptasa, se obtuvo una concentracién
final de 0,0625 ug/uLL. de ADNc. Con agua ultra-pura se realizé la dilucién correspondiente para

lograr una concentracion la de 10 ng ADNc/uL necesaria para la Real Time PCR.

4.1.2.2.6.4. PCR en tiempo real

Mediante la técnica de Real Time PCR se cuantific6 la expresion de los genes RbcL, RbcS, CYPI,
CYP2 y CYP3 (Tabla 6). Para la reaccion se utilizé el kit HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix
Plus ROX (Solis BioDyne). Las mezclas de PCR contenian 5 pL. de ADNc producto de la
retrotranscripcion, 0,5 uLL de cada cebador en una concentraciéon de 10 uM y 4 uL de HOT
FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX), en un volumen final de 20 pL. Las PCR fueron
realizadas en la plataforma ABI PRISM 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
siguiendo las condiciones de ciclado descriptas en la tabla 7. Una vez obtenidas las curvas
relativas al nivel de fluorescencia emitido, a través del software 7500 Software (Applied
Biosystems) fueron calculados los Ct de cada reaccién de amplificacién. Finalmente, se calculd
el nivel de expresion de todos los genes normalizandolos respecto a la expresion del gen de
referencia (gen housekeeping) LeEfla usado como control interno. Cada una de las muestras

provenientes del muestreo compuesto de hojas fue analizada utilizando tres réplicas técnicas.

Tabla 6. Secuencia de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR en tiempo real.

Cebador Secuencia Codigo Referencia
LeEfla Fw | 5-CATCAGACAAACCCCTCCGT-3’ X14449.1 (186)

LeEfla Rv 5’-GGGGATTTTGTCAGGGTTGTAA-3> | X14449.1 (186)

RbcS Fw 5’-TCCCCTGGATACTACGATGG-3’ NM_001308943.1 Este trabajo
RbcS Rv 5’-CTTCGCCTCTTGAACCTCAG-3’ NM_001308943.1 Este trabajo
RbcL Fw 5’-GCTGCCGAATCTTCTACTGG-3’ KX086703.1 Este trabajo
RbcL Rv 5’-GGTAGCATCGCCCTTTGTAA-3’ KX086703.1 Este trabajo

CYPI1 Fw 5’-CGGTCAAGCCACCTACAGAG-3’ NM_001247395.2 Este trabajo
CYPI Rv 5’-CAGCATCCCCAAGAGAAGCA-3’ NM_001247395.2 Este trabajo

CYP2 Fw 5’-AACAAGCCCCGACCTAATCT-3’ NM_001328680.1 Este trabajo
CYP2 Rv 5’-TTCACGCCAGTCAAAATCAG-3’ NM_001328680.1 Este trabajo
CYP3 Fw 5’-ACCATGCTGTTCTTGCTGTG-3’ NM_001309384.1 Este trabajo
CYP3 Rv 5’-CAATCTGCTCCCCATGAGTT-3’ NM_001309384.1 Este trabajo

Tabla 7. Condiciones de ciclado para la PCR en tiempo real.

N° ciclos Proceso Temp. (°C) Tiempo (min)
1 Activacion inicial 95 15
Desnaturalizacion 95 15
40 H1br1dac’10n y 60 30
alargamiento

A partir de la informacién obtenida con el software utilizado, se procedi6 al cdlculo de los niveles

de expresion para cada gen mediante una planilla de Excel disefiada para tal fin.
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4.1.2.2.7. Fluorescencia de la clorofila a

Para el estudio de la fluorescencia de la clorofila se utilizaron el sistema portatil LI-6400 (Li-Cor,
Inc., Lincoln, NE, USA) equipado con un cabezal integrado con cdmara de fluorescencia (Li-
6400-40 leaf chamber fluorometer, Li-Cor Inc., Nebraska, Estados Unidos) y un fluorémetro de
pulsos de amplitud modulada Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Alemania). Al igual que las
lecturas de intercambio gaseoso, los pardmetros de fluorescencia se tomaron sobre el foliolo
apical de la hoja resguardando la integridad del mismo para las siguientes mediciones, respetando
ademads la misma frecuencia de muestreo.

La fluorescencia mdxima con todos los centros de reaccién de PSII en estado reducido bajo
iluminacién actinica (Fi’) y la fluorescencia producida por los centros de reaccion al estado actual
de la muestra durante la iluminacién actinica (F") se determinaron sobre hojas adaptadas a la luz
y a la misma intensidad luminica que la utilizada en la cdmara climatizada (500 pmol m? seg™),
mientras que la fluorescencia maxima de la muestra aclimatada a la oscuridad (Fm) y la
fluorescencia basal de la muestra adaptada a la oscuridad (F,) se midieron es ausencia de luz tras
un periodo de aclimatacion de 60 min con el fin de asegurar la “descarga” de los centros de
reaccion del fotosistema.

Los parametros de eficiencia fotoquimica actual del PSII (®psn), indice de Stern-Volmer del
quenching no fotoquimico (NPQ) y eficiencia fotoquimica potencial o méaxima del PSII (F\/Fy)

fueron calculados mediante férmulas segun citan Scartazza et al., (164) en donde:

Opsii = (Fi'—F)/ F
NPQ = (Fw/Fi')—1

FuFyn=(Fn— Fo)/Fn
Para el caso de ®psp se utilizaron los pardmetros registrados con el LI-6400, mientras que el Mini-
PAM se utilizé para NPQ y F\/Fr.
Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para
comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05;n=8) y
andlisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de a = 0,05 entre fechas de
muestreo (2 vs. 4 vs. 6), realizando el test de comparaciones multiples por Tukey (P < 0,05; n =
8).

4.1.2.2.8. Andlisis de carbohidratos no estructurales

Para el andlisis de las fracciones glucosa, fructosa y sacarosa se siguid la metodologia propuesta
en Moles et al., (130). Se realizé una extraccion 4cido-base para lo cual se pesaron 100 mg de
hojas frescas y se colocaron en tubos plasticos de reaccién con tapa de 1500 pL, los cuales fueron

homogeneizados en 500 uL de 4cido perclérico (HCIO4) al 5,5% mediante el uso de un pilén
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plastico especial para dichos tubos. Luego de una incubacién a 4 °C durante 60 min las muestras
fueron centrifugadas durante 10 min a 14.000 rpm a fin de formar un pellet con los residuos. La
solucién sobrenadante se rescatd en un nuevo tubo de reaccidn y se neutralizé (a pH 5,5-7,5) con
carbonato de potasio (K.COs) 3,5 M. Las muestras se dejaron incubar nuevamente durante 30
min a 4 °C, luego fueron centrifugadas durante 10 min a 14.000 rpm y se recuperd el sobrenadante
registrando con precisién su volumen.
La determinacién de los azicares libres se realizé por el método enzimdtico con hexoquinasa,
glucosa-6 fosfato deshidrogenasa y fosfo gluco-isomerasa. Para las reacciones se utilizaron 200
uL de extracto diluido 1:10 (20 pL extracto méas 180 uL de agua destilada) preparando cada
muestra por duplicado, la primera para la determinacion de glucosa y fructosa libres, y la segunda
para la determinacion de sacarosa. A la primera fraccion de cada muestra se agregaron 100 uL de
la Solucién A (para 10 reacciones: 800 U de invertasa liofilizada + 1 mL buffer acetato de sodio
50 mM pH 4,6), mientras que a la segunda fraccién se le afiadieron 100 pL de la Solucién B
(buffer acetato de sodio 50 mM pH 4,6). Ademds, para la posterior cuantificacion, se cred un
patrén a partir de una serie de diluciones de glucosa (0, 28, 56, 112, 224, 448 y 896 nmoles de
glucosa), de las cuales se hicieron reaccionar 200 uL con 100 uL de Solucién B. Tanto a la
primera como a la segunda fraccién y a los estandares, se los dej6 incubar durante 60 min a 37
°C. Finalizada la primera incubacion, se agregd a todas las reacciones 700 pL de Solucién C (para
10 reacciones: 4 mL buffer Tris-HCI 300 mM pH 7,6 + 3 mL MgCl, 10 mM + 15 mg ATP + 6
mg NADP + 5 U hexoquinasa + 5 U glucosa-6 fostato deshidrogenasa) y se inici6 la segunda
incubacidn a 37 °C durante 30 min. Luego se ley6 la absorbancia de todas las muestras y el patrén
con espectrofotémetro (UV-1800, UV spectrophotometer, Shimadzu) a una longitud de onda de
340 nm. Posteriormente, se agregd a la segunda fraccién 10 pL de Solucién D (para 10 reacciones:
100 pL de buffer Tris-HCI 300 mM pH 7,6 + 10 U fosfo-gluco-isomerasa) y se colocé
nuevamente en incubacién a 37 °C durante 15 min. Transcurrido dicho tiempo, se procedio a la
lectura de la absorbancia a 340 nm.
Con las lecturas de absorbancia de los patrones se construy6 la curva correspondiente y se calculd
la ecuacidn de la recta, con la cual fue posible cuantificar cada uno los aziicares respetando las
consideraciones y ecuaciones que se detallan a continuacion:
1. La absorbancia de las muestras tratadas con las soluciones B y C = Glucosa libre
2. La absorbancia de las muestras tratadas con las soluciones A y C = glucosa libre + glucosa
derivada de la sacarosa. Por lo que Sacarosa=2 -1
3. La absorbancia de las muestras tratadas con las soluciones B, C y D = glucosa libre + fructosa
libre. Por lo que Fructosa=3 - 1
El contenido total de carbohidratos se determiné mediante la suma de las tres fracciones. El

andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software
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Inc., San Diego, California, Estados Unidos), aplicando la prueba t de Student para comparaciones

entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05; n =5).

4.1.2.2.9. Deteccion in-situ de H>O, mediante tincion con DAB

El principio de la técnica se basa en que la diaminobencidina (DAB) reacciona con el peréxido
de hidrégeno (H20), generando un sustrato que reacciona con la enzima peroxidasa, dando como
resultado un producto que precipita y forma una sefial visible de color marrén oscuro de forma
permanente. Para esto, se prepard la solucion de tincién con DAB (1 mg/mL) solubilizando 50
mg de la droga pura (3,3-diaminobezidine, Sigma-Aldrich) en 45 mL de agua destilada.
Posteriormente se ajusté a pH 3,0 con HCI 0,2 M. Se agit6 vigorosamente y se afiadieron 2,5 mL
de Na,HPO, 200 mM para que el pH llegue a aproximadamente a 7,0. Finalmente se llevé a un
volumen a 50 mL. Se cortaron los foliolos terminales de la hoja de cada tratamiento. Los mismos
se colocaron en un erlenmayer de 125 mL (envuelto en aluminio) y se agregaron unos mL de
solucién de DAB suficiente para cubrir las ldminas. Posteriormente se aplic6 vacio durante 5 min.
Los erlenmayer se incubaron a 27 °C en agitacién (130 rpm) durante toda la noche (8-10 hs).
Luego de la incubacion, se descarté la soluciéon de DAB, y se enjuagaron los foliolos con agua
destilada. La diafanizacién del tejido foliar se realizé en una solucién de etanol:acido acético 3:1
(v:iv) hasta completa decoloracién (pérdida de clorofila). Finalmente los foliolos fueron

fotografiados con camara digital.

4.2. Experimentos realizados con inhibidores del etileno

Se realizaron dos experimentos con el objetivo de evaluar el efecto de inhibidores del etileno
sobre ciertos pardmetros de la senescencia foliar de plantas de tomates sometidas a la inundacién.
Las pruebas se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agracias e Instituto de Botédnica del Nordeste, de la Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes

(Argentina).

4.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Se trabajé con plantas de 28 dias de edad del genotipo Ailsa Craig (AC accesién LA2838A), ya
previamente empleadas en otros trabajos experimentales de inundacién (184), las cuales fueron
obtenidas por siembra en germinador. Tanto la obtencién de las plantas como las condiciones
experimentales para el crecimiento e inundacion coinciden con los descritos para la “primera

experiencia con Nr”.
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4.2.2. Tratamientos con inhibidores

4.2.2.1. Experimento 1. Prueba preliminar para la evaluacion de diferentes inhibidores del
etileno

Se realiz6 una prueba preliminar para evaluar la efectividad de tres productos diferentes: amino-
etoxivinil-glicina (AVG); dcido amino-oxiacético (AOA) y cloruro de cobalto (CoCl,) sobre el
retraso de la senescencia en plantas de tomate inundadas, y elegir alguno de ellos para la prueba
definitiva. En todos los casos se prepar6 una solucion del producto en agua destilada a fin de
conseguir una concentracion final de 250 uM. Para la preparacion de las soluciones de AOA y
Co?* se utilizaron drogas puras (Co**, en forma de cloruro de cobalto - CoCl,.6H,0), mientas que
para el AVG se utilizé un producto de uso agricola cuya presentacion comercial es en forma de
polvo soluble a una concentracién del 15% (Retain, Summit Agro, Estados Unidos). Todas las
soluciones fueron preparadas el mismo dia en el que se inici6 el experimento, y se les agregd 50
uL de un surfactante hidrofilico no iénico (Tween 20) para mejorar la humectacion. La aplicacion
de los productos se realizé mediante aspersion foliar con un atomizador de acciéon manual hasta
el punto de goteo.

Previo a la aplicacién de los inhibidores y el inicio del tratamiento de inundacidn, las plantas
fueron separadas al azar conformando 8 grupos de 5 plantas cada uno (n = 5), determinando asi
un control absoluto (plantas bien drenadas y sin aplicacién de inhibidor), tres controles (plantas
bien drenadas) para evaluar posibles efectos fitotéxicos de cada inhibidor, un tratamiento
inundado sin aplicacién de inhibidores y tres tratamientos inundados a los cuales se le aplicé un
inhibidor a cada uno

Al observarse claros efectos fitotéxicos para AOA y Co** (no se muestran los resultados), se tomé
la decisién utilizar tinicamente AVG para las experiencias posteriores, inhibidor para el cual la

toxicidad observada fue menor.

4.2.2.2. Experimento 2. Efecto del inhibidor AVG sobre el contenido de clorofila y la
Sfluorescencia de la clorofila a

En base a los resultados observados en la prueba preliminar con los inhibidores se opt6 como
mejor opcion al AVG. Se busc6 repetir la experiencia realizada en la prueba preliminar, ajustando
en esta segunda oportunidad la dosis y el momento de aplicaciéon. La metodologia utilizada
coincidié con la descrita para la prueba preliminar, solo que ante la presencia de sintomas de
fitotoxicididad (clorosis incipiente en regién apical del tallo con hojas ain no desarrolladas

completamente) se optd por reducir la dosis de principio activo a 100 uM.
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4.2.2.2.1. Obtencion de las muestras y andlisis estadistico

Se evalu6 el contenido relativo de clorofila (SPAD) con un dispositivo portitil SPAD-502
(Konica Minolta, Osaka, Japdén) y la eficiencia fotoquimica maxima del PSII (F,/F) con un
fluorémetro portatil Handy PEA (Hansatech, Kings Lynn, Inglaterra), mediante mediciones
matutinas (entre las 9:00 y 11:00 h) llevadas a cabo cada 2 dias (0, 2, 4 y 6 DDI) desde el inicio
de la prueba. La medicién de F\/Fy, se realiz6 en hojas de tomate previamente aclimatadas a la
oscuridad (60 min). Para ello se utilizaron unos broches (Figura 10A) especialmente disefiados
por el fabricante del instrumento, que permiten bloquear completamente la llegada de luz a un
sector de la hoja sobre el cual se realiza posteriormente la medicién. Fue necesaria una adaptacién
de los mismos (Figura 10B) para evitar dafios mecénicos en los foliolos debido a la presion que
ejerce el broche y la utilizacién de un suporte para que el peso del broche no vuelque la planta ni

dafie la hoja (Figura 10C).

Figura 10. Adaptacién de broches para medicién de fluorescencia. A. broche para tratamiento de oscuridad
localizado para determinacién de F./F,; B. detalle de la adaptacién (anillo de goma EVA) para evitar dafios
mecénicos en la hoja durante la medicidn; C. dispositivo de sujecién de broches durante el tratamiento de
oscuridad.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos), mediante andlisis de la varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de a = 0,05 para cada fecha, realizando el test de
comparaciones miltiples por Tukey (P < 0,05; n = 10) para conocer las diferencias entre
tratamientos (C vs. FL vs. FL+AVG). En el caso puntual del anélisis de las lecturas con SPAD se
aplicé la prueba t de Student para comparaciones entre tratamientos (C vs. FL) y entre genotipos

(Nrvs. PRS) (P <0,05; n=5).
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S. RESULTADOS

5.1. Anadlisis de pigmentos foliares

Las hojas de tomate de plantas del tratamiento con inundacién (FL) presentaron a simple vista
una coloracion mds pdalida que las plantas del tratamiento control (C) al cabo de 6 dias de
inundacion (Figura 11A), advirtiéndose ademdas un nivel de clorosis diferente entre genotipos,
siendo mds notoria en PRS que en Nr. Ademas de esto, se observo cierta diferencia en la tonalidad
del verde entre las plantas del tratamiento C entre ambos genotipos, siendo mayor en Nr. Los
datos del andlisis con SPAD-504 mostraron una pérdida significativa de pigmentos verdes, segin
se interpreta por sus menores valores de unidades SPAD, a medida que avanzé el periodo de
inundacién en plantas de PRS, mientras que en las plantas de Nr se mantuvieron sin variacion
respecto a C (Figura 11B). En el tratamiento FL, los valores SPAD de las plantas de Nr fueron
1,2, 1,3 y 1,4 veces mayores que en PRS a los 2, 4 y 6 dias de estrés, respectivamente; mientras

que en las plantas del tratamiento C de ambos genotipos difirieron inicamente al sexto dia.

A

Nr

Cont. relativo de clorofila

PRS

' 4

- FL

Figura 11. Clorosis foliar en tomate durante la inundacién en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr)
y Pearson (PRS) bien drenadas (C) e inundadas (FL). A. fotografias de terceras hojas a los 6 dias desde
inundacién; B. datos del andlisis con medidor de clorofila portdtil SPAD-502 a los 0, 2, 4 y 6 dias de
inundacién. Los valores mostrados son medias £ SEM (n = 5). Asteriscos indican diferencias significativas
entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL), numerales indican diferencias significativas entre iguales
tratamientos de distintos genotipos (PRS vs. Nr) segin t-test (P < 0,05). Letras distintas indican diferencias
significativas entre fechas para un mismo tratamiento y genotipo (0 vs. 2 vs. 4 vs. 6) (ANOVA, TCM por
Tukey; P <0,05; n=35).

El anélisis del efecto del tratamiento sobre el contenido total de clorofilas (Chl (a+b)) expresado
en funcién al peso fresco mostré diferencias significativas en PRS (Figura 12A) con una notable

reduccion en las plantas inundadas respecto a sus controles (de 1,73 ug g PF'a 1,99 ug g PF),
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mientras que en el caso de Nr, las plantas inundadas no evidenciaron pérdida significativa de

clorofila por efecto de la inundacion.
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Figura 12. Contenido de clorofilas y carotenoides. A. contenido de clorofila total (Chl (a+b)); B. relacién
entre contenido de clorofila a y clorofila b (Chl a/b); C. contenido de carotenoides totales (Car); D. relacion
entre contenido de carotenoides totales y clorofila total (Car/Chl (a+b)), en terceras hojas de plantas
controles (Control) e inundadas (Flooding) de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr) al cabo de 6 dias de
inundacidn. Los valores mostrados son medias + SEM (n = 5). El andlisis estadistico se realizé mediante t-
test. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y
asteriscos indican diferencias entre iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).

En cuanto respecta a la relacion entre los contenidos de clorofila a y clorofila b (Chl a/b) al sexto
dia de tratamiento (Figura 12B), las hojas de ambos genotipos mostraron una disminucién
significativa de dicho indice bajo condiciones de inundacién (Nr FL fue 0,88 y PRS FL fue 0,83
veces lo que sus respectivos controles). Comparando genotipos, Chl a/b difirié en forma
significativa entre los individuos inundados, siendo mayor en Nr.

El contenido de carotenoides totales (Car) al sexto dia de inundacion se mantuvo a niveles del
control en las hojas de plantas inundadas de Nr, mientras que en PRS se vio una disminucidn,
siendo 0,16 veces menor que su control (Figura 12C). La diferencia entre genotipos en situacion
de estrés, también alcanzd la significancia estadistica, registrdndose en PRS menor contenido de
estos pigmentos respecto al mutante (0,36 pg g PF! en PRS contra 0,43 ug g PF' en Nr).

La relacion entre carotenoides y clorofilas totales (Car/Chl(a+b)) (Figuras 12D) se manifest6 en
aumento en las hojas de plantas inundadas de Nr cuando se la compar6 con las plantas control,

mientras que para PRS no se observaron diferencias entre tratamientos.
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5.2. Andlisis de pigmentos en tratamientos con AVG

Los resultados de la aplicacion de AVG al inicio de la inundacién se muestran en la Figura 13. El
decaimiento del indice SPAD en plantas inundadas recién fue evidente desde el cuarto dia de
inundacién. En el dia 6 las plantas inundadas de AC que recibieron la aplicacién del inhibidor
mostraron un valor de indice SPAD 1,3 veces mayor que las del tratamiento inundado sin AVG,

sin presentar diferencias significativas respecto al control.
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Figura 13. Contenido relativo de clorofila (indice SPAD) en plantas de Ailsa Craig bien drenadas (Control),
inundadas (Flooding) e inundadas mds la aplicacién de AVG (Flooging+AVG) a los 0, 2, 4 y 6 dias de
inundacién. Los valores mostrados son medias + SEM (n = 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (C vs. FL vs. FL+AVG) para cada fecha y ns indica diferencias no
significativas (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 10).

5.3. Andlisis de la fluorescencia de la clorofila a

En la Figura 14 se representan los pardmetros de fluorescencia de la clorofila en plantas control e
inundadas de Nr y PRS. En particular se analizaron: la eficiencia fotoquimica o rendimiento
cuantico actual del PSII (®psn), la eficiencia fotoquimica potencial del PSII o rendimiento
cudntico maximo del PSII (F\/Fn) y el quenching no fotoquimico (NPQ). El ®psi experimentd
una reduccién en ambos genotipos durante la inundacién (Figura 14A). Aunque esta diferencia
entre la eficiencia fotoquimica actual de hojas de plantas control e inundadas fue de magnitud
similar en ambos genotipos, en todas las fechas evaluadas el ®psn de hojas de plantas inundadas

fue significativamente mayor en Nr que PRS (Anexo I).
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Figura 14. Parametros de fluorescencia de la clorofila a en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y
Pearson (PRS) en condiciones de control (C) e inundacién (FL) durante 6 dias de estrés (DDI). A. eficiencia
fotoquimica actual de PSII (®psn); B. rendimiento cudntico potencial del PSII (F\/Fy); C. quenching no
fotoquimico (NPQ). En A y B, los simbolos representan la media, en C las columnas representan la media,
en todos los casos las barras de error son SEM (n = 8). Los asteriscos indican diferencias significativas
entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y numerales indican diferencias significativas entre
iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) en cada fecha segiin t-test (P < 0.05), mientras que
letras minusculas distintas indican diferencias significativas, y “ns” no significativas, entre fechas para un
mismo tratamiento y genotipo (2 vs. 4 vs. 6) (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 8).

El rendimiento cudntico médximo del PSII (F./F) también ha sido afectado a causa del estrés por
inundacién tanto en PRS como en Nr (Figura 14B). Si bien en ambos genotipos, F/Fn se mantuvo
constantemente mds bajo a partir de segundo dia de inundacién, su caida en las plantas inundadas
con respecto a las plantas control fue de 1,8, 2,6 y 2,5 veces mayor en PRS con respecto a Nr a
los 2, 4 y 6 dias desde el inicio de la inundacién (Figura 14B). Se observé ademds que, durante
todo el periodo de inundacién, dicho pardmetro mostré valores significativamente mas altos en
Nr que en PRS (Anexo I).

Con respecto al guenching no fotoquimico (NPQ), en Nr se vio un aumento significativo, siendo
casi 2 veces mayor el NPQ en las plantas inundadas que en los controles al cabo de 2 dias,
diferencia que se mantuvo practicamente sin variaciones significativas hasta el dia 6 de
inundacién (Figura 14C), mientras que en PRS no se evidencié ninguna respuesta importante del
NPQ durante la prueba respecto al tratamiento C. En el dia 4 del experimento, se aprecié una
diferencia estadisitica del NPQ de plantas inundadas de ambos genotipos, siendo mayor en Nr
(Figura 14C). Durante los dias 2 y 6 no exiti6 diferencia entre el NPQ de las plantas estresadas

de Nry PRS.

5.4. Fluorescencia de la clorofila a en tratamientos con AVG

Desde el cuarto dia de inundacion se hizo evidente una reduccion significativa de F./Fn, en las
plantas de AC inundadas respecto al control (Figura 15), tendencia que continué hasta el sexto
dia de inundacién. En las plantas inundadas que habian recibido la aplicacion de AVG (FL+AVGQG)

no se observaron diferencias significativas respecto al control durante toda la prueba. Sin
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embargo, en el tratamiento por inundacién (FL), se observaron diferencias estadisticas en el dia

4 con FL+AVG, no resultando asi en el dia 6 al finalizar el experimento.
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Figura 15. Eficiencia fotoquimica médxima del PSII (F,/F) en plantas de Ailsa Craig bien drenadas
(Control), inundadas (Flooding) e inundadas mads la aplicacién de AVG (Flooding+AVG) alos0,2,4y 6
dias de inundacidn. Los valores mostrados son medias + SEM (n = 10). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada fecha (C vs. FL vs. FL+AVG) y ns indica diferencias no
significativas (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 10).

5.5. Analisis del estrés oxidativo

Las pruebas de tincién permitieron apreciar una notable acumulacién de H>O, en hojas de Nry
PRS al sexto dia de inundacién (Figura 16), observiandose que la abundancia y distribucién de las
areas tefiidas con DAB fueron diferentes en los dos genotipos. En hojas de plantas inundadas de

PRS la tincién fue homogénea e intensa en toda la 1dmina foliar, mientras que en los foliolos de

Nr pudieron observarse dreas sin tefiir y tonalidades mds claras respecto a las observadas en PRS.

)
‘e

C FL

Figura 16. Tincién con DAB en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y Pearson (PRS) bien drenadas
(C) e inundadas (FL). Fotografias tomadas a los 6 dias de inundacién. Tonalidades mds intensas de marrén
indican zonas con mayor acumulacién de H»O,.

Nr

PRS

5.6. Andlisis del intercambio gaseoso
Al cabo de las primeras 48 h de inundacién se produjo una importante reduccién de la

conductividad estomética (gs) en los genotipos Nr y PRS en el tratamiento con inundacién en
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comparacion al control (Figura 17A), no habiéndose detectado diferencias estadisticas entre los
dos genotipos para el tratamiento con inundacidon durante todo el desarrollo del experimento
(Anexo III). La gs de los tratamientos C tampoco difirié entre los genotipos Nr y PRS.

La tasa de asimilacion neta del carbono (A) también se redujo en el tratamiento FL en
comparacion con el tratamiento C en los dos genotipos estudiados (Figura 17B; Anexo III). En el
tratamiento C, al comparar los genotipos Nr y PRS se observo diferencias estadisticas en todo el
experimento (Figura 17B; Anexo III). Sin embargo, en el tratamiento FL solamente al dia 2 se
pudo determinar que los genotipos PRS y Nr presentaron diferencias estadisticas en A, siendo
mayor en Nr (Anexo III). Luego de la reduccién inicial (el dia 2), la A se mantuvo constante en

plantas inundadas de ambos genotipos al transcurrir los dias de la prueba (Anexo III).
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Figura 17. Pardmetros de intercambio gaseoso en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y Pearson
(PRS) durante 6 dias de inundacién en condiciones de control (C) e inundacién (FL). A. conductividad
estomdtica (gs); B. tasa de asimilacion neta del carbono (A); C. concentracién intercelular de CO» (C;). Los
simbolos representan la media y las barras el SEM (n = 8). Asteriscos indican diferencias significativas
entre tratamientos de un mismo genotipo (FL vs. C), numerales indican diferencias significativas entre
iguales tratamientos de diferentes genotipos (Nr vs. PRS) (t-test; P < 0,05; n = 8). Letras mintsculas
distintas indican diferencias significativas, y “ns” no significativas, entre fechas para un mismo tratamiento
y genotipo (2 vs. 4 vs. 6) (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 8).

Las mediciones realizadas para determinar la concentracién intercelular de CO» (C;) permitieron
determinar una disminucién estadisticamente significativa de dicho pardmetro en las plantas de
Nr (Anexo III) (Figura 17C). Con la unica excepcién del dia 2 en plantas de PRS (una leve
reduccién en el tratamiento inundado y un leve aumento en el control al dia 4 que generaron
diferencia), C; se mantuvo sin diferencias significativas entre plantas inundadas y controles de
PRS practicamente durante toda la prueba (Anexo III).

El cociente entre A y gs (A/gs) o eficiencia del uso hidrico intrinseca (EUH o WUE en inglés) se
ha representado en la Figura 18. En las plantas del mutante Nr se evidencié un importante
incremento de A/g, en respuesta a la inundacién desde el dia 2 de iniciado el estrés (en promedio
1,4 veces mayor que el control) que se mantuvo elevado hasta finalizada la prueba (Figura 17;
Anexo III). Ademds, se observé un valor maximo significativo en el dia 4 respecto a los dias 2 y
6, que super6 en poco mds de dos veces al control (Figura 18). En cambio, no hubo efecto del

tratamiento sobre dicho pardmetro en plantas de PRS. Este hecho se reflej6 ademis en
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considerables diferencias entre la A/g, de plantas inundadas de los dos genotipos durante el
transcurso de la prueba (Anexo III) (1,8, 1,8 y 1,5 veces mayor en Nr a los 2, 4 y 6 DDI,

respectivamente).
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Figura 18. Eficiencia del uso hidrico intrinseco (A/g,) en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y
Pearson (PRS) durante 6 dias de inundacién en condiciones de control (C) e inundacién (FL). Los simbolos
representan la media y las barras el SEM (n = 8). Asteriscos indican diferencias significativas entre
tratamientos de un mismo genotipo (FL vs. C), numerales indican diferencias significativas entre iguales
tratamientos de diferentes genotipos (Nr vs. PRS) (t-test; P < 0,05; n = 8). Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas, y “ns” no significativas, entre fechas para un mismo tratamiento y
genotipo (2 vs. 4 vs. 6) (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 8).

La respuesta de A a diferentes concentraciones de CO, se presenta en la Figura 19. Claramente se
observa que la pendiente de la curva, expresada como dA/dC;, mostré una caida dristica en PRS,
reduciéndose a la mitad en condiciones de inundacién respecto al control. Esta diferencia fue ain
mds pronunciada cuando se compard con la eficiencia en plantas inundadas de Nr (2,7 veces
mayor en Nr). No se encontraron diferencias significativas entre las pendientes de las curvas
correspondientes a las plantas control e inundadas del mutante. Bajo condiciones de control, las

plantas de Nr presentaron valores de dA/dC; superiores a las de PRS (Tabla 8).
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Figura 19. Eficiencia de carboxilacién en terceras hojas de plantas de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr)
control (C) e inundadas (FL) al sexto dia de inundacién. Los simbolos representan la media y las barras el
SEM (n = 3). Las lineas representan la regresion lineal.
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Tabla 8. Eficiencia carboxilativa (dA/dC;) a los 6 dias de inundacién en plantas de Never ripe (Nr) y Pearson
(PRS) controles e inundadas. Los valores presentados son las medias de los respectivos tratamientos = SEM

(n=73).
Control Inundado
PRS Nr PRS Nr
dA /dC; 0,054 + 0,003 bA 0,074 £ 0,004 aB 0,024 + 0,004 aA 0,065 + 0,003 aB
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo

genotipo (C vs. FL), letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticas entre iguales
tratamientos de diferentes genotipos (Nr vs. PRS) (t-test; P < 0,05; n = 3)

Los resultados del andlisis de Vemax (Figura 20) revelaron que, en condiciones de inundacion, en
las plantas de PRS la tasa de carboxilacién médxima de la enzima Rubisco se redujo a la mitad
respecto a los controles (de 48,64 umol m?s'a 23,25 umol m?s!), mientras que en Nr no hubo
diferencias significativas con su control. En la comparacién con PRS, Nr mantuvo niveles de
Vemax més elevados, siendo 1,5 y 2,7 veces mayor cuando se compararon plantas de los

tratamientos C y FL respectivamente, y estas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 20. Eficiencia mixima de carboxilacién de la enzima Rubisco (Vemax) en terceras hojas de plantas
de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr) bien drenadas (Control) e inundadas (Flooding) al sexto dia de
inundacion. Los valores mostrados son medias + SEM (n = 3). El analisis estadistico se realizé mediante t-
test. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y

asteriscos indican diferencias estadisticas entre iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P
<0,05).

5.7. Anadlisis de carbohidratos en hojas

El andlisis de contenido de azicares solubles totales (AST) en hojas de PRS al dia 6 no mostré
diferencias estadisticas entre plantas de los tratamientos C y FL (Figura 21), mientras que en Nr
la acumulacién de azicares en hojas de plantas provenientes del tratamiento FL duplicé el

contenido de AST del tratamiento C (Figura 21), siendo esta diferencia estadisitcamente

significativa.
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Figura 21. Contenido de aztcares solubles totales en terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y Pearson
(PRS) en condiciones de control (C) e inundacién (Flooding) al cabo de 6 dias de estrés. Los valores
mostrados son medias + SEM (n = 5). El andlisis estadistico se realizo mediante t-test. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y asteriscos indican
diferencias significativas entre iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).

Entre los carbohidratos solubles, el contenido de glucosa no se modificé entre hojas de plantas de
los tratamientos FL y C en el genotipo PRS. Al contrario, en el genotipo Nr, las hojas de plantas
provenientes del tratamiento FL acumularon niveles de glucosa significativamente mayores que
las plantas del tratamiento C (Figuras 22A). Ademds, la diferencia entre Nr y PRS sometidas a
estrés por inundacién (FL) también fue estadisticamente significativa, siendo mayor en el
genotipo mutante (Figura 22A).

La acumulacién de fructosa se observé tanto en plantas inundadas de PRS como de Nr (Figura
22B). En el caso de Nr, el contenido de fructosa en plantas inundadas ha sido 4,6 veces mayor
que en plantas del tratamiento C. En el genotipo PRS el tratamiento mediante el estrés por
inundacién también indujo la acumulacién de fructosa, pero en una menor magnitud que en el
caso del genotipo mutante. Mientras que el contenido de fructosa en plantas control fue menor en
Nrrespecto a PRS, la concentraciéon medida en hojas de plantas inundadas fue significativamente

mayor en el mutante (Figura 22B).
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Figura 22. Anilisis particionado del contenido de los azicares glucosa (A), fructosa (B) y sacarosa (C) en
terceras hojas de plantas de Never ripe (Nr) y Pearson (PRS) en condiciones de control (C) e inundacién
(Flooding) al cabo de 6 dias de estrés. Los valores mostrados son medias £+ SEM (n = 5). El andlisis
estadistico se realiz6 mediante t-test. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
del mismo genotipo (C vs. FL), asteriscos indican diferencias entre iguales tratamientos de distintos
genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).
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El contenido de sacarosa en Nr también fue modificado en respuesta a la inundacién (FL),
habiéndose medido fuertes incrementos en comparacién con el tratamiento C (Figuras 22C). En
el genotipo PRS, en cambio, no hubo diferencias en el contenido de sacarosa en hojas. Cuando se
compararon estadisticamente los genotipos, se hallé que el contenido de sacarosa en hojas de los
controles de PRS superaba significativamente a Nr, pero en condiciones de inundacién fue el

mutante quién tuvo un mayor contenido de sacarosa.

5.8. Andlisis del contenido de proteinas y actividad protedsica total

A los 6 dias de iniciado el experimento, los contenidos de proteinas solubles totales en hojas de
los genotipos PRS y Nr tuvieron una significativa reduccién en el tratamiento FL (Figura 23). A
pesar de esto, el contenido proteico en las hojas de las plantas Nr provenientes del tratamiento FL
fue 1,6 veces mayor a las hojas del genotipo PRS. La comparacién de las plantas de los
tratamientos C de ambos genotipos también indicé diferencias estadisticas, siendo mayor en el

mutante.
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Figura 23. Contenido de proteinas solubles totales en terceras hojas de plantas bien drenadas (Control) e
inundadas (Flooding) de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr) al cabo de 6 dias de inundacién. Los valores
mostrados son medias = SEM (n = 5). El andlisis estadistico se realiz6 mediante t-test. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y asteriscos indican
diferencias significativas entre iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).

Los resultados de la prueba para la determinacién de la actividad proteolitica total en los tejidos
foliares al cabo de 6 dias de inundacién, se presentan en la Figura 24. El estrés por inundacion
(FL) produjo un aumento significativo de la actividad de las enzimas vinculadas a la degradacién
de las proteinas en Nr y PRS, respecto a las plantas del tratamiento control (C). Sin embargo, el
aumento de la actividad protedsica en hojas de plantas inundadas en el genotipo PRS result6 1,3

veces mayor que en Nr.
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Figura 24. Actividad protedsica total en terceras hojas de plantas bien drenadas (Control) e inundadas
(Flooding) de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr) al cabo de 6 dias de inundacion. Los valores mostrados son
medias + SD (n = 5). El andlisis estadistico se realizo mediante t-test. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y asteriscos indican diferencias entre
iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).

5.9. Analisis del contenido de la enzima Rubisco

A los 6 dias de iniciado el experimento, se observ6 una reduccion del contenido de Rubisco
(ambas subunidades) en los dos genotipos estudiados de las plantas del tratamiento FL en
comparacién a C (Figura 25). El contenido de RbcL en hojas de Nr fue 1,6 y 1,42 veces mayor
que el de PRS cuando se compararon tratamientos inundados (FL) y controles (C),
respectivamente. Para ninguno de los tratamientos evaluados se observaron diferencias

significativas para el contenido de RbcS de Nry PRS.
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Figura 25. Contenido relativo de subunidad grande (RbcL, banda de 56kD) y pequefia (RbcS, banda de
14kD) en terceras hojas de plantas bien drenadas (Control) e inundadas (Flooding) de Pearson (PRS) y
Never ripe (Nr) al cabo de 6 dias de inundacién. Los valores son relativos al contenido en plantas control
de PRS. Los valores mostrados son medias + SD (n = 3) obtenidos del andlisis del SDS-PAGE con Gel
Analyzer. El andlisis estadistico se realizé mediante t-test. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos del mismo genotipo (C vs. FL) y asteriscos indican diferencias significativas entre
iguales tratamientos de distintos genotipos (Nr vs. PRS) (P < 0,05).

5.10. Analisis de la expresion de CYP1, CYP2, CYP3, RcbL y RcbS
El resultado del anélisis de las PCR en tiempo real para los genes estudiados en esta oportunidad
se representd en la Figura 26. Luego de 6 dias de iniciado el experimento, se observé un

importante aumento de la transcripcion de los genes que codifican para la sintesis de las proteasas
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CYPI, CYP2 y CYP3 en las plantas inundadas (FL) del genotipo PRS respecto a las plantas del
tratamiento control (C) (8,9, 5,5y 3,5 veces mayores para CYPI, CYP2 y CYP3 respectivamente).
En Nr, si bien hubo un aumento en los niveles de transcripcion de CYPI y CYP2, estos fueron de
tan solo 2 y 1,3 veces respecto al control, mientras que CYP3 no se modificé. Los niveles de
expresion en las plantas inundadas de PRS fueron 3,5 (CYPI), 3,12 (CYP2) y 3,7 (CYP3) veces
mayores que en Nr (Figura 26).

En el caso del gen que codifica la sub-unidad mds grande de la enzima Rubisco (RbcL), la
inundacién produjo la disminucion de los niveles de expresion en ambos genotipos, siendo 0,7
(PRS) y 0,5 (Nr) veces menores respecto a los controles (Figura 26). El gen que codifica la sub-
unidad mas pequefia de la enzima (RbcS) también manifestd una reducciéon semejante en las
plantas de PRS (0,7) aunque en Nr no hubo diferencias entre las plantas de los tratamientos C y
FL. Entre los genotipos, tanto RbcL como RbcS mostraron menores niveles de expresion en
plantas control de Nr con respecto a PRS, mientras que en aquellas que fueron inundadas la

expresion de los dos genes fue siempre mayor en Nr que en PRS (RbcL 1,2 'y RbcS 2,3).
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Figura 26. Niveles de transcripciéon de CYPI, CYP2, CYP3, RbcL y RbcS en la tercera hoja de plantas de
Pearson (PRS) y Never ripe (Nr) en condiciones de control (Control) e inundadas (Flooding) al cabo de 6
dias de inundacion. Por cada gen los valores son relativos al nivel de expresion en plantas control de PRS.
Los valores mostrados son medias + SD.
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6. DISCUSION

La inundacién del suelo representa uno de los efectos de las precipitaciones extremas que mas
afectan las dreas agricolas en muchas regiones del mundo (141). En Argentina la ocurrencia de
importantes episodios de inundacién tiene un gran impacto sobre la economia de las principales
zonas agricolas durante los dltimos afios. En horticultura, y particularmente en el cultivo de
tomate, es frecuente el anegamiento anual en dreas productivas del Litoral y Noreste del pais,
principalmente durante el periodo primavero-estival. Una de las respuestas mds tempranas en
plantas de tomate sometidas a inundacién es la produccidn de etileno (184). A partir de la sintesis
de esta hormona se desencadenan una serie de mecanismos que tienen efectos contrapuestos. En
una primera instancia, se inician respuestas de aclimatacién que permiten a la planta superar
transitoriamente el estrés por exceso hidrico, mientras que posteriormente, un nuevo incremento
en la sintesis endégena de etileno, induce cambios que pueden perjudicar procesos vitales para el
vegetal (63). Coincidentemente con esto, los resultados aqui expuestos indican que una menor
sensibilidad al etileno otorgaria a la planta de tomate la posibilidad de mantener la funcionalidad
del fotosistema y la capacidad fotosintética durante mds tiempo ante dicho estrés, demostrando

su rol central como inductor de la senescencia foliar prematura debida a la inundacién.

6.1. Una menor sensibilidad al etileno aumenta la retencion de los pigmentos en hojas durante
la inundacion

La pérdida de clorofila en hojas de plantas inundadas es una de las evidencias mds claras y faciles
de apreciar del proceso de senescencia anticipada. Existen antecedentes documentados de este
fendmeno en muchas especies de plantas, como por ejemplo en arroz (50); Eugenia uniflora
(122); alfalfa (168) incluyendo también a tomate (55; 76 en hipoxia radical). En este trabajo se
observd que las hojas de las plantas inundadas del mutante Never ripe (Nr) tuvieron un color
verde més intenso que las del genotipo PRS (Fig. 11). Esto a su vez, se correspondié ademds con
un contenido de clorofila similar al de sus respectivos controles (Fig. 12A). En el genotipo salvaje
PRS, la pérdida de pigmentos fue evidente durante el periodo de estrés por inundacién evaluado.
La conservacién de los pigmentos fotosintéticos en condiciones de estrés, es considerada como
un pardmetro que encuentra estrecha relacion con la tolerancia de muchas especies vegetales a la
inundacién. Esta correlacion fue encontrada en especies de citricos (5); Taxodium sp. (78); soja
(135) y arroz (60; 170). Ezin et al., (55) han encontrado que las variedades de tomate maés
tolerantes a la inundacién fueron aquellas que mantuvieron sus niveles de clorofila en valores
similares a los que poseian plantas bien drenadas.

En base a los resultados obtenidos se podria suponer que la menor sensibilidad al etileno hizo
posible que las plantas de Nr mantengan el contenido foliar de clorofila practicamente sin
alteracién durante la inundacién (Fig. 11B). Esta situacién constituirfa una ventaja adaptativa

frente a condiciones desfavorables respecto a plantas con una respuesta normal a la hormona. Esta
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idea encuentra ademads soporte en otros trabajos de investigacion. Por ejemplo, Grichko y Glick
(66) han realizado un interesante estudio de tolerancia a la inundacién en plantas de tomate
mediante el uso de plantas transgénicas que expresan el gen bacteriano de la dcido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasa, enzima que desactiva el precursor del
etileno. Estos autores no lograron evitar la degradacién de clorofilas durante la inundacion de las
plantas transgénicas con menores niveles de ACC enddgeno, sin embargo, encontraron
concentraciones de clorofila mayores en las plantas con genes foraneos que en las no
transformadas.

Una alternativa al empleo de mutantes en estudios hormonales en plantas, es el uso de inhibidores
especificos de la sintesis o percepcién del etileno, los cuales interfieren en las rutas de
sefializacion de la hormona. En este trabajo, al utilizar AVG, se observé que luego de suministrar
este inhibidor de la sintesis de etileno al momento de iniciar la inundacién, provocé una
atenuacion en la reduccién del indice SPAD en las plantas del genotipo Ailsa Craig (AC) en el
tratamiento con inundacién (Fig. 13). Ella et al., (50) también han logrado reducir la degradacién
de clorofila en condiciones de inundacion, pero utilizando en este caso el bloqueo de los
receptores del etileno en pldntulas de arroz tratadas con 1-Metilciclopropeno (1-MCP).

Por lo tanto, en base a las pruebas realizadas en este trabajo y a estudios precedentes con plantas
transgénicas con menores niveles enddgenos del gas (66), se puede considerar que cuando las
plantas de tomate se encuentran sumergidas parcialmente en agua, el etileno desempefia una
funcién clave en la disminucién del contenido de clorofila. En los genotipos con sintesis normal
de etileno y sin la utilizacién de inhibidores como lo es por ejemplo el uso del genotipo PRS, es
posible que la mayor pérdida de clorofila en plantas sometidas a condiciones de estrés por
inundacioén, tenga relaciéon con una mayor actividad de enzimas clorofilasas, inducidas por el
etileno (50). De todos modos, el hecho de que hasta el momento (este trabajo y reportes citados
anteriormente) no haya sido posible bloquear completamente la pérdida de clorofila durante la
inundacién, podria indicar también que existen otros factores, no necesariamente vinculados a la
sefializaciéon mediada por la hormona, que participarian en la pérdida de clorofila, por ejemplo
altas concentraciones de ABA (102) o sobreproduccién de ROS (Fig. 16) (115).

La relacién Chl a/b puede considerarse como un indice de la cantidad relativa entre los centros
de reaccién (RC) de los fotosistemas y los complejos clorofila-proteinas cosechadores de luz
(LHC) (128). Las condiciones de inundacién llevaron a una reduccién de Chl a/b, pero dicho
pardmetro se mantuvo superior en Nr respecto a PRS (Fig. 12B), lo que podria estar indicando
mayor proporcién de Chl a en el mutante y, por ende, mejor capacidad de transporte electronico
y eficiencia fotosintética en el uso de la energia incidente durante la inundacién (120; 164). Este
hecho podria relacionarse directamente con una mayor tolerancia al estrés (168).

En algunas situaciones desfavorables para la planta resulta imposible utilizar toda la energia

absorbida por las clorofilas en los procesos fotoquimicos (81). En estas situaciones, el excedente
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energético puede ser potencialmente muy peligroso, pudiendo ocasionar foto-inhibicién y estrés
oxidativo severo en las plantas (133). Se observé que la energia contenida en los electrones
excitados por los fotones de luz, puede ser absorbida por los pigmentos carotenoides, los que
ademds de su funcién como pigmentos accesorios, actian como fotoprotectores (40). De esta
manera, la funcién que desempefian estos pigmentos, contribuye a disipar el exceso de energia
no utilizada en la fotosintesis, en forma de calor (175). La disminuciéon en el contenido de
carotenoides en las plantas del genotipo PRS durante la inundacién (Fig. 12C) se condice con los
resultados presentados por Klidring y Zude (97) en plantas de tomate sensibles (AC) en
condiciones similares. La menor sensibilidad al etileno, aparentemente ha permitido que las hojas
de Nr mantengan los niveles de carotenoides al sexto dia de iniciado el estrés por inundacién, a
niveles comparables a los de las plantas del tratamiento control (Fig. 12C). La relacion del etileno
con la degradacién de carotenoides ya fue demostrada por Alexieva et al., (4). Estos resultados,
ademds del aumento de la relacién Car/Chl (a+b) medido en Nr (Fig. 12D), son indicios de una
menor actividad degradativa de los pigmentos accesorios de los complejos antenas del fotosistema
II fotosintético, como asi también de una mayor capacidad para la disipacién de la energia
excedente de los mismos. Asi como fuera propuesto Moles et al., (130), los cambios observados
en las relaciones Car/Chl (a+b) y Chl a/b indican reordenamientos en la estequiometria del nicleo
de PSII y sus complejos asociados LHCII que podrian estar vinculados a procesos que promuevan

una mejor disipacién de la energia excedente.

6.2. Una menor sensibilidad al etileno aumenta la tolerancia a la foto-inhibicion en plantas
inundadas

Los resultados presentados en este trabajo evidenciaron un fuerte impacto del estrés por
inundacion sobre los principales parametros de la fluorescencia analizados (Figs. 14 y 15). Esto,
en primera instancia, reafirma los antecedentes que indican la alta sensibilidad de las plantas de
tomate a la inundacién (22; 53).

La caida temprana de ®psii observada en los dos genotipos estudiados en esta oportunidad (Fig.
14A) podria originarse a partir del cierre estomdtico (Fig. 17A; Anexo III), en concordancia con
lo reportado por Else et al, (53). Estos autores encontraron que aquellos pardmetros de
fluorescencia vinculados a la eficiencia fotoquimica del PSII, han demostrado tener correlacion
con la reduccién de la conductividad estomdtica (R? = 0,62). De ser asi, la menor eficiencia en la
utilizacién de la fraccién de luz absorbida por el PSII para los procesos fotoquimicos de las hojas
adaptadas a la luz, podria estar relacionada con una disponibilidad limitada de CO, y consecuente
disminucién del transporte electrénico fotosintético (134).

La reduccién de F,/Fn, en las plantas inundadas ha sido significativa (Fig. 14B), siendo éste un
comportamiento ya observado por otros autores (22; 53; 55). En esta oportunidad, los valores

registrados de F\/F, en las plantas estresadas de Nr y PRS fueron siempre inferiores a 0,830
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(Anexo I y Fig. 15), limite considerado como indicador del buen estado de salud del PSII en
plantas con metabolismo fotosintético C3 (89; 121; 134). Claramente la inundacién ha inducido
la foto-inhibicion, o directamente un dafio foto-oxidativo, de los centros de reaccidon de las
clorofilas, pudiendo haber afectado ademds las membranas de los tilacoides y el sistema
transportador de electrones, lo que contribuiria también al decaimiento de ®psy. Un
comportamiento similar fue reportado por Klédring y Zude (97) tanto en plantas de tomate
sensibles a la hipoxia radical, como en aquellas que mejor se adaptaron a dicho estrés; y por Bhatt
et al., (22) en plantas de tomate no injertadas (sensibles) e injertadas sobre berenjena (tolerantes)
durante la inundacidn. Esto explicaria que a pesar de que la caida de F./F, haya ocurrido en Nry
en PRS, no necesariamente haya representado una igual afectacion de la hoja y el fotosistema en
ambos genotipos. Los valores de F./Fn y ®psiy durante la inundacion han demostrado ser
significativamente mayores en Nr que en PRS (Anexo I), indicando un mejor estado de los centros
de reaccion del PSII y mayor eficiencia en la utilizacion de la luz en los procesos fotoquimicos
en el mutante (134; 201). Como ya se mencioné anteriormente, la mayor relaciéon Chl a/b
observada en las terceras hojas de Nr (Fig. 12B), podria ser uno de los motivos que conllevan al
mayor Opsyp en el mutante durante la inundacién (120), revelando una mayor capacidad de
transporte electrénico asociada con el mayor contenido de Chl a relativo a la Chl b (164). Para
analizar el F\/Fy, podria utilizarse como referencia el valor limite de 0,781 de dicho pardmetro
propuesto por Ezin et al., (55) para clasificar diferentes variedades de tomate como mads tolerantes
a la inundacién, observando que las hojas de plantas de Nr inundadas permanecieron durante toda
la prueba con un F\/Fy superior a éste (Anexo I). Algo similar resulta cuando se compara con el
F\/Fn de 0,760 que mostré la mejor combinacion pie-injerto (berenjena-tomate) respecto a la
plasticidad fisioldgica para sobreponerse a la inundacidn (22). Es posible que estas diferencias
entre el mutante y las plantas sensibles al etileno se generen a partir de la pérdida de clorofila
(Fig. 12) y reduccién del contenido de proteinas (Fig. 23), con un marcado efecto sobre la
estabilidad de los complejos cosechadores de luz y la posterior transferencia de energia de los
electrones al retornar a su orbital normal. De esta manera, se asume también un posible efecto
indirecto de la hormona sobre los pardmetros de la fluorescencia. Esto se sostiene ademds con los
resultados obtenidos al bloquear la produccién de etileno mediante el uso de AVG lo cual permitié
mantener mayor F./Fydurante la inundacién (Fig. 15). Se debe mencionar que, pese a que las
plantas de AC inundadas que no fueron tratadas con AVG no mostraron diferencia estadistica
significativa respecto a las tratadas con el inhibidor, su F./Fy, de 0,359 indicé que estas hojas
habian alcanzado un grado muy avanzado de senescencia y, probablemente, hayan estado muertas
al 6 DDI (Scartazza 2017, comunicacion personal).

Al no contar las plantas estresadas de PRS con mecanismos eficientes de proteccién frente al
exceso energético, podria incrementarse en este genotipo la sensibilidad a dafios importantes en

el aparato fotosintético, como ya fue observado en otras especies sensibles a la inundacién (197).
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En ese sentido se debe destacar otra diferencia importante entre genotipos, y la misma se
encuentra a nivel de los mecanismos disipadores de la energia en forma de calor, principalmente
el NPQ. La respuesta al estrés con un aumento del NPQ fue casi inmediata en las plantas
inundadas de Nr (Fig. 14C), al mismo momento en que se detectd la reduccion de Fv/Fr, (2DDI)
(Fig. 14B). No fue asi en PRS, donde el NPQ no mostré una respuesta clara durante toda la prueba
(Fig. 14C). Un comportamiento similar fue observado en Physocarpus por Zhang et al., (201),
donde la tolerancia a la inundacién se vinculd a una mayor actividad fotoquimica del PSII, y una
menor caida de F\/F, acompafiada por el aumento del NPQ. La eficiencia de la disipacion de la
energia y los mecanismos de foto-proteccidn, son esenciales para la optimizacién del uso de la
radiacién, como asi también para evitar la foto-inhibicién y foto-degradacién (164), repercusiones
comunes de muchos tipos de estrés. La energia que no encuentra salida por vias fotoquimicas
(evidenciado por la reduccion de ®@psir) pareciera no poder canalizarse desde un primer momento
a través del NPQ en las plantas de PRS, lo que conduciria a la foto-inhibicién de los centros de
reaccion (89). Esto también podria ser uno de los motivos causales de la alta produccién de ROS
(Fig. 16), las cuales afectarian la estabilidad y funcionalidad de las membranas y componentes
celulares (3; 53). La mayor operatividad del mecanismo NPQ en Nr podria relacionarse con los
cambios observados en los pigmentos (Fig. 12). La no variacién de Chl (a+b) en Nr supondria un
mejor estado de los complejos de clorofilas que conforman las antenas cosechadoras de luz, a
través de las cuales también es operativo el quenching no fotoquimico (158). Sumado a esto,
debido a la menor degradacién de Car en Nr (Fig. 12C) se presumiria que la planta cuenta con
vias potencialmente mds eficientes para la foto-proteccién en base a la propiedad de los
carotenoides como disipadores térmicos de la energia (43; 45; 175). Existe una interaccién entre
clorofilas y carotenoides durante el proceso del quenching no fotoquimico (75) que podria
vincular el mayor contenido de ambos pigmentos en el mutante con la actividad del NPQ.
Ademds, el incremento de la relacién Car/Chl (a+b) en hojas de Nr al sexto dia de inundacién
(Fig. 12D), podria sugerir que los cambios ocurridos a nivel de las clorofilas constituyen en ese
caso una respuesta adaptativa que, junto a un elevado NPQ y en base a la relacién existente entre
ambos pardmetros, darfan evidencias claras de un activo sistema de disipacién de energia no

radiativa (164).

6.3. El etileno aumenta las limitaciones no estomdticas de la fotosintesis en inundacion

La fuerte reduccién de la conductividad estomatica (gs) a causa de la inundacién que se observé
en los dos genotipos (Fig. 17A; Anexo III) constituyé una evidencia directa de la ocurrencia del
cierre estomatico. Esta respuesta temprana al estrés observada en tomate podria constituir un
mecanismo inicial de una respuesta plastica que posibilita a la planta mantener el estado hidrico
y turgencia de los tejidos cuando la funcionalidad de las raices se reduce (22; 25; 53; 76). Este

fuerte cierre estomatico pudo haber limitado el intercambio de gases provocando, al menos
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inicialmente, la disminucion de la tasa de asimilacion neta del carbono (A) tanto en Nr como en
PRS (Fig. 17B; Anexo III) (53; 70; 135; 198). La caida temprana de A al inicio del periodo de
estrés es otro indicador de la alta sensibilidad de la especie a la inundacién (22). Por lo tanto, y
aunque inicialmente la menor conductancia medida permite mantener un adecuado estado hidrico
de la planta, posteriormente el mantenimiento de los estomas abiertos durante el estrés podria
constituir un factor clave para la supervivencia del vegetal (5; 22; 78; 201).

Las diferencias observadas en los valores de la eficiencia del uso hidrico intrinseca (A/gs) entre
Nr y PRS podrian ser comparables con el comportamiento reportado en algunas especies
tolerantes y sensibles a la inundacion respectivamente (122). La mayor relacion de A/gs en plantas
estresadas de Nr respecto a PRS (Fig. 18; Anexo III) junto a la mayor eficiencia de la asimilacién
de carbono (dA/dC;) observada en tales condiciones (Fig. 19 y Tabla 8), demostraria una mayor
plasticidad fisiol6gica del aparato fotosintético para aclimatarse a la inundacién del suelo (111),
capacidad que estaria relacionada a la menor sensibilidad al etileno.

Lareducciénde A y Ci(Fig. 17B y C; Anexo III), asi como el fuerte aumento de A/gs en Nr durante
la inundacién, constituyen una sefial muy clara de que las limitaciones estomadticas podrian tener
un papel predominante sobre la restriccion de la fotosintesis (130) ante una menor sensibilidad al
etileno. De todos modos, se debe aclarar que esto no excluye totalmente la posibilidad de que
coexistan también ciertas limitantes no estomaticas en el mutante, asi como se ha reportado en el
caso de algunas especies tolerantes (72). En las plantas de PRS no se observd el mismo
comportamiento, pudiendo en parte ser debido a otros aspectos que no serian exclusivamente
vinculados con la funcionalidad estomatica.

Los altos niveles de Ci en plantas inundadas de PRS observados a partir de las mediciones
instantdneas obtenidas mediante el Sistema de Intercambio Gaseoso de la hoja (del inglés IRGA)
(Fig. 17C; Anexo III), indican la existencia de algtin tipo de limitacién no estomadtica que afecta
la actividad fotosintética durante el estrés (197). Resultados similares fueron encontrados en
variedades de tomate sensibles a la inundacién (22; 25; 53). Estos autores indicaron que la
reduccién de g, producto del cierre estomatico, acarrea consigo el incremento de C;, la alteracién
del normal funcionamiento del PSII y una menor fijacién del CO; atmosférico. Ademds, y en
relacién a este tema, se sugirié que la inhibicién de A no explicada por la caida de g; en plantas
inundadas, podria deberse a los cambios a nivel enzimdtico y eficiencia de la carboxilacion,
clorosis, senescencia foliar, conductancia del meséfilo y abscision (8; 70; 104; 122). El conjunto
de estos factores representa limitaciones no estomdticas de la fotosintesis. A partir de los
resultados obtenidos en este trabajo, se observé que dicho comportamiento no fue encontrado en
el genotipo Nr, donde la C; de plantas inundadas se redujo sustancialmente desde el segundo dia
de la prueba respecto al tratamiento control, manteniéndose asf hasta el ltimo dia (Anexo III).
A partir del andlisis de la curva de respuesta A-C; (Fig. 19) se concluyé que la reduccion de A en

plantas inundadas de PRS obedeci6 a una menor eficiencia de carboxilacion (dA/dC) de 1a enzima
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Rubisco, comportamiento que no se reflejé en Nr, al menos hasta los niveles de C; estudiados
(Tabla 8). Esto sugiere la posibilidad de vincular al etileno con la pérdida de funcionalidad de la
ruta de carboxilacién, afectando la capacidad fotosintética potencial de la hoja (Vcmax; Figura 20).
En Nr, en cambio, la disminuida capacidad de percepcién del etileno hizo que dA/dCiy VCmax NO
se afectaran durante la inundacién. Podrian proponerse entonces algunas alternativas para
comprender las respuestas observadas: 1. durante la inundacion el etileno induce la degradacién
de Rubisco mediante un incremento en la actividad proteolitica; 2. a través de la sefializacion
mediada por la hormona se interrumpe la via de sintesis de Rubisco; 3. se afecta su grado de
activacion a través de una menor actividad de la Rubisco activasa; 4. existen otras limitaciones

que también inhiben la actividad de la Rubisco.

6.4. El etileno producido durante la inundacion induce la expresion de genes de cistein-
proteasas y promueve la degradacion de la enzima Rubisco

Durante la inundacién es comin la degradacién de proteinas foliares (70; 196; 197), lo que
constituye un indicador importante del grado de senescencia de la hoja. En el trabajo realizado
aqui, se pudo observar que ambos genotipos de tomate presentaron una reduccidn del contenido
de proteinas solubles totales, aunque el contenido proteico en hojas de plantas inundadas de PRS
fue menor que el de Nr (Fig. 23). Esta disminucidn tuvo relacién con un fuerte incremento de la
actividad proteolitica durante el estrés, superior en PRS en comparacién a Nr (Fig. 24). Podria
inferirse entonces que la disminucidn en el contenido total de proteinas foliares de plantas
inundadas de PRS fue debido, al menos en parte, a una importante actividad enzimética
degradativa. Al parecer, el etileno no seria el Unico iniciador de la actividad proteolitica durante
la inundacién, pero posiblemente tenga un efecto como acelerador o potenciador sobre dicho
proceso y, por tanto, sobre la senescencia foliar prematura durante este estrés (3). Todos estos
resultados han mostrado a su vez correspondencia con aquellos obtenidos a partir del estudio de
expresion génica (Fig. 26). Los genes CYPI, CYP2 y CYP3 son responsables de la codificacién
de algunas cistein-proteasas y estarian vinculados a la senescencia en hojas de tomate (47). En
este trabajo se pudo determinar que las expresiones de dichos genes fueron fuertemente
incrementadas a causa del estrés por inundacién en el genotipo PRS pero no en Nr, lo que sugeriria
una relacién casi directa con la percepcién del etileno en el primer caso. Sumado a estos
resultados, se tienen referencias de que el etileno tiene efecto sobre la induccién de proteasas
durante la senescencia foliar (36; 47; 88). Respecto a la variacién individual de cada una de las
tres proteasas, es muy dificil realizar conjeturas validas sobre los factores que la determinan, ya
que su expresion es controlada mediante diferentes mecanismos reguladores (47).

Considerando que la proteina mas abundante en las plantas es la enzima Rubisco, y teniendo en
cuenta los resultados comentados anteriormente, en combinacién con aquellos que indicaron una

disminucién importante de dA/dC; y Vemax, podria inferirse que la pérdida de funcionalidad del
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sistema fotosintético inducido por el etileno en plantas de tomate inundadas, pueda deberse a la
combinacion de la degradacién de clorofilas y de la enzima Rubisco, en concordancia con la
primera de las alternativas propuestas en el apartado anterior. El andlisis del contenido de las
subunidades grande (RbcL) y pequefia (RbcS) de la Rubisco (por SDS-PAGE) mostré una
reduccién de las mismas a causa de la inundacién (Fig. 26). El menor contenido de RbcL. en PRS
inundado respecto a Nr contribuiria a la idea de que la degradacion enzimética de Rubisco sea
uno de los motivos que condicionaron la menor eficiencia de carboxilacién en PRS observada en
las pruebas de intercambio gaseoso (Tabla 8 y Figura 20). La mayor Vcmax en las plantas inundadas
de Nr (similares al control) podrian tener relacién con el mayor contenido de Rubisco observado
y/o a un nivel superior de activacion de la enzima durante la inundacién, tal como se ha
demostrado en otras oportunidades (113). En este punto también se debe considerar la posibilidad
de que el fuerte estrés oxidativo derivado de la alta produccién de ROS en PRS (Fig. 16) afecte
negativamente la estabilidad de la enzima Rubisco (3; 197).

Durante el estrés por inundacién se ha demostrado que ocurre una disminucién de la expresion
de los genes relacionados a la sintesis de las dos sub-unidades de la Rubisco (3; 113; 142). Sin
embargo, segin nuestros resultados, la reduccion de los transcriptos de los genes RchL y RcbS en
tomate durante la inundacidn, ocurririan en manera independiente de la percepcién de etileno ya
que no se observaron diferencias claras entre los niveles de expresion en PRS y en Nr (Fig. 26).
Esto anularia la segunda hipétesis planteada anteriormente. También es posible que no exista una
relacion directa entre el contenido de la enzima y los niveles de expresion de los genes RbcL y
RbcS durante la senescencia inducida por la inundacién (Guiamet, 2018 comunicacién personal).
Los aziicares acumulados durante la inundacién (Fig 21) podrian estar desempenando un papel
clave como reguladores metabdlicos (135). Siendo asi, la presencia de altos niveles de aziicares
solubles en las hojas durante la inundacién constituiria un mecanismo de retoalimentacién o
“feed-back” negativo (113; 171) ya que reprimen los genes asociados a la fotosintesis (en inglés,
genes PAG) a través del “sugar sensing”, un mecanismo de regulaciéon mediado por la
hexoquinasa (156). Como ejemplo de esto, se encontré que la acumulacién de azicares en hojas
de Chenopodium sp., papa y maiz reprimi6 la expresion del gen RbcS (161). De esta manera se
podria suponer que durante la inundacién la acumulacién de azidcares en las hojas también ejerce
algtin efecto sobre represion de los genes observada en esta oportunidad. Tampoco puede
desestimarse la posibilidad de que estos azticares desempefien un papel interesante en el sistema
de detoxificacion de las ROS (62; 130; 161).

El menor grado de activacion de la enzima Rubisco en PRS se relacionarfa también con los altos
valores de C; registrados en las plantas inundadas (Fig. 17C), ya que se existen mecanismos
reguladores (para evitar el consumo excesivo de RuBP por ejemplo) o alteraciones metabdlicas
(cambio de pH y alto consumo de ATP por ejemplo) (3; 113; 160) que en estas condiciones

podrian reducirlo. La regeneracion de RuBP constituye otra limitante de A durante la inundacién
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en tomate (25), pero hasta ahora se desconoce la relacién que pueda llegar a tener estos con el
etileno. Por este motivo, se consideran también viables la tercera y cuarta hipétesis sobre la
reduccién de eficiencia de carboxilacidn, pudiendo ser objeto de investigaciones futuras.

Los resultados expuestos hasta aqui indican que el aumento de la produccién de etileno durante
la inundacién (184) seria responsable de la disminucién del contenido de proteinas en hojas de
tomate, especialmente Rubisco, debido a la induccién de genes codificantes de algunas cistein
proteasas y consiguiente aumento de la actividad enzimatica degradativa, lo cual afectaria
negativamente a la fotosintesis. Muy probablemente sea a través de la sefializaciéon mediada por
el etileno la manera en la que se inicia el proceso de senescencia anticipada durante la inundacion,
la cual estd vinculada a la removilizacion de las reservas, donde posiblemente el nitrégeno

proteico sea el que ocupe el lugar mas importante (35; 47; 192).

6.5. El etileno podria contribuir a la restitucion de las relaciones fuente-destino entre la parte
aérea y la sumergida durante la inundacion

A pesar de la caida de A durante la inundacién, se observé un aumento importante en el contenido
de azucares solubles totales (AST) en las hojas de Nr respecto al control, que se correspondié con
incrementos igualmente importantes de las fracciones glucosa, fructosa y sacarosa, mientras que
en PRS solamente aument6 la fraccién fructosa (Fig. 21 y Fig. 22A-C). El alto contenido de
glucosa, fructosa y sacarosa en las terceras hojas de Nr durante la inundacién no se ha
correspondido con mayores tasas fotosintéticas respecto a PRS, por lo que la produccién de
fotoasimilados no podria dar explicaciones a éste fendmeno. Por ello se considera que la gran
cantidad de azicares en las hojas de Nr respecto a PRS al sexto dia de inundacién podria tener
correspondencia con los cambios producidos en las relaciones fuentes:destinos durante el estrés.
Posiblemente, la inhibicién del flujo floemdtico desde el tallo hacia las raices provoque la
acumulacién de azicares en las hojas de Nr, tal como se reporté en varias oportunidades (70),
mientras que la normal percepcion del etileno en PRS posibilita la produccion de un nuevo sistema
radical adventicio (184) que reactiva el metabolismo aerdbico, reestableciendo las relaciones
fuente-destino entre el tallo y las raices luego de algunos dias de inundacién, por lo que los
azlcares ya no se acumulan en las hojas, sino que inician un proceso de transporte hacia los
6rganos sumergidos donde serdan metabolizados.

Las reservas de carbohidratos en los 6érganos de las plantas se correlacionan positivamente con el
nivel de tolerancia a diferentes niveles se sumersion (84; 150) y pareciera vincularse con el retraso
de la senescencia foliar en tomate (22), por lo que se considera importante profundizar en el

estudio sobre la particion de las reservas en la planta y su metabolismo durante el estrés.
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7. CONCLUSIONES

e Este trabajo constituye una primera aproximacién en el estudio del efecto del etileno en la
senescencia foliar de tomate durante la inundacién, mediante el uso de plantas mutantes

insensibles a la hormona y plantas normales tratadas con un inhibidor de su sintesis.

e El etileno acelero los procesos degradativos relacionados a la senescencia foliar.

e Se determiné que la menor percepcion y sintesis de etileno resultaron claves para la

tolerancia al estrés por inundacion en tomate.

e Una menor percepcién del etileno, significé que la principal limitacién de la fotosintesis fue
el cierre estomdtico, mientas que una normal sensibilidad a la hormona represent6 la

ocurrencia de otras limitaciones del tipo no estomaticas.

e Una menor sensibilidad al etileno, representé a su vez una menor degradacién de las
clorofilas y carotenoides lo que posibilité el mantenimiento activo de los principales

mecanismos disipadores de la energia (fotoquimicos y no fotoquimicos).

e La normal percepcién del etileno promovié la degradacidn proteica en hojas de plantas de
tomate inundadas a través de un aumento de la expresion génica de algunas cistein-proteasas
y de la actividad proteolitica, lo que afectd la concentracién de la enzima Rubisco, y en

consecuencia la capacidad fotosintética de la hoja.

e El etileno fue clave en una mayor precocidad de la senescencia en condiciones de estrés por
inundacioén de las plantas, ya que promovié cambios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares

que aumentaron la vulnerabilidad de las plantas en estas condiciones.

e FEl uso de un genotipo con sensibilidad reducida al etileno permitié demostrar que el mismo

posee una mayor capacidad de tolerar el estrés por inundacion.

CONSIDERACIONES FINALES: Aspectos para investigaciones futuras.

e En futuros estudios se podria investigar més detalladamente el rol de etileno sobre la

induccidn de las enzimas implicadas en la degradacion de los pigmentos y de qué manera se
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modifican las relacién fuente:destino durante la inundacién, factores que podrian contribuir

para una comprensioén mas detallada del proceso.

e Serfa interesante estudiar el comportamiento de estos genotipos durante una etapa de
recuperacion post estrés, a fin de determinar el impacto de estos procesos inducidos por el

etileno sobre la capacidad de supervivencia del vegetal y su productividad.

e FElusode inhibidores del etileno es una herramienta valida para este tipo de estudios, pero se
deberia dedicar mayor empefio en determinar las dosis, modo y momento de aplicacién mas

adecuados para aumentar su efectividad.

e Los resultados aqui presentados, podrian servir al mejoramiento de la especie respecto a su
capacidad de tolerar el estrés por inundacién. Un mecanismo valido para ello seria realizar
una selecciéon de mutantes para los receptores del etileno, evaluando si alguno de ellos
expresa la menor sensibilidad a la hormona solamente en hojas, y no en toda la planta, como
ocurre en Nr. En una instancia posterior, mediante introgresion genética, se podria introducir
el gen en el cultivar de interés. Otra alternativa podria ser utilizar técnicas genéticas de ultima
generacion (como el CRISPR, en inglés clustered regularly interspaced short palindromic
repeats, en espafiol repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas), que permitan editar los genes de una variedad de interés comercial, en
bisqueda de frenar la senescencia con un promotor inducido por la hipoxia en estas

condiciones.
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9. ANEXOS

TESIS DE MAESTRIA

I. Eficiencia fotoquimica actual (®psn) y rendimiento cudntico potencial (Fy/Fn) del fotosistema II en

terceras hojas de plantas del tratamiento inundado de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr).

DDI
2
4
6

(I)PSII

F\/F

PRS

Nr

PRS

Nr

0,173 + 0,009*b

0,167 + 0,005*ba

0,139 + 0,010*a

0,265 + 0,021 a
0,249 + 0,014 a
0,221 + 0,019 a

0,749 + 0,007*a
0,736 + 0,004*a
0,740 + 0,008*a

0,780 + 0,006 a
0,771 + 0,001 a
0,778 + 0,003 a

Para cada pardmetro asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos en una
misma fecha (Nr vs. PRS) segtn t-test (P < 0,05; n = 8), letras distintas indican diferencias
significativas entre fechas para un mismo genotipo (2 vs. 4 vs. 6) segiin ANOVA (TCM

por Tukey; P < 0,05; n=38)

II. Eficiencia fotoquimica actual (®psni) y rendimiento cudntico potencial (F,/Fn) del fotosistema II en

terceras hojas de plantas del tratamiento control de Pearson (PRS) y Never ripe (Nr).

DDI

(DPSII

FF

PRS

Nr

PRS

Nr

2
4
6

0,247 £ 0,021*a
0,287 + 0,026*a
0,273 + 0,018%a

0,363 + 0,021 a
0,463 + 0,015 b
0,334 + 0,018 a

0,782 + 0,004*a
0,788 + 0,005 a
0,787 + 0,003*a

0,798 + 0,005 a
0,791 + 0,006 a
0,797 + 0,003 a

Para cada pardmetro asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos en una
misma fecha (Nr vs. PRS) segun t-test (P < 0,05; n = 8), letras distintas indican diferencias
significativas entre fechas para un mismo genotipo (2 vs. 4 vs. 6) segin ANOVA (TCM

por Tukey; P < 0,05; n =8)

III. Pardmetros de intercambio gaseoso durante 2, 4 y 6 dias de inundacién en terceras hojas de plantas de
Never ripe (Nr) y Pearson (PRS) controles (C) e inundadas (FL). Tasa de asimilacion neta del carbono (A),
concentracion intercelular de CO» (C;), conductividad estomadtica (gs) y eficiencia del uso hidrico intrinseca

(A/gs). Los valores presentados son las medias de los respectivos tratamientos + SEM (n = 8).

DDI Gen Trat

A (pmol CO, m'zs'l)

g (mol H,O m'zs'l)

C; (umol CO, mol'l)

Alg s (umol mol™)

Nr C 8,61 + 0,44 a 0,137 £ 0,015 a 278,1 £ 7.4 a 66348 * a

) FL 4,51 £ 0,50 * a 0,050 £ 0,006 * a 2428 74 * #a 90,7 + 4,6 a
PRS C 6,27 + 0,82 a 0,120 £ 0,026 a 283,4 £ 9,7 63,9 £ 6,7 a

FL 296 + 025 * # a 0,061 £ 0,006 * a 306,6 + 8,0 b 50,5 £ 5,3 #a

Nr C 8,94 + 0,60 a 0,159 + 0,018 a 284,1 + 8,0 a 59,6 +44 * a

4 FL 4,36 + 0,58 * a 0,037 + 0,007 * a 208,0 + 16,5 # a 127,1 £ 11,3 b
PRS C 6,73 £ 0,63 #a 0,135 + 0,027 a 302,0 = 3,9 a 60,2 + 8,2 a

FL 3,12+ 025 * a 0,046 + 0,004 * a 277,3 + 8,9 a 69,8 + 5,7 # b

Nr C 8,70 + 0,54 a 0,157 £ 0,016 a 290,3 £ 5,6 a 574+36 * a

6 FL 437+ 0,59 * a 0,051 £ 0,007 * a 2472 £ 17,3 # a 86,5 + 4,6 a
PRS C 6,87 + 040 # a 0,128 + 0,016 a 294,1 £ 7,2 a 57,0 £ 4,5 a
FL 342+ 037 * a 0,060 + 0,007 * a 289,5 £ 6,5 ba 58,8 + 4,0 # ba

Asteriscos indican dif. significativas entre tratamientos de un mismo genotipo (FL vs. C), numerales indican
dif. significativas entre iguales tratamientos de diferentes genotipos (Nr vs. PRS) (T-test; P < 0,05; n = 8).
Letras mindsculas distintas indican dif. significativas entre fechas para un mismo tratamiento y genotipo (2
vs. 4 vs. 6) (ANOVA, TCM por Tukey; P < 0,05; n = 8).
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