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27. Agroalimentos
Laexpresion de una flavodoxina cianobacteriana en plastidos de tomate incrementa
el indice de cosechay la tolerancia a estrés oxidativo.
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Resumen

En un futuro no lejano, la humanidad debera afrontar el aumento de la poblacion junto al limite
de la tierra cultivable, el estrés ambiental y el cambio climatico, del cual ya somos parte. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que,
para abastecer a la poblaciéon mundial estimada en el afio 2050, la produccién de alimentos
debera crecer en torno a un 70%. Esta alta demanda exige el avance en la investigacion de
nuevas tecnologias que incrementen el indice de cosecha de los cultivos. En patrticular, el
tomate (Solanum lycopersicum) es un fruto muy consumido a nivel mundial. Su importancia

radica en su alto contenido de vitaminas al igual que antioxidantes.

Debido a esto, en este proyecto nos propusimos generar plantas de tomate transgénicas que
sobre-expresen la proteina cianobacteriana flavodoxina (Fld), y evaluar si éstas manifiestan

mejoras agricolas y tolerancia frente a estrés oxidativo, tal como fue demostrado en tabaco.

Los resultados obtenidos demostraron una mejora en el indice de cosecha del cultivo. Las
plantas que expresan Fld en cloroplastos tienen una menor expansion foliar, mayor cantidad
de frutos, aunque de menor tamafio en comparacion con la linea salvaje. Ademas, estas
plantas demostraron una tolerancia aumentada frente a estrés oxidativo. Estos resultados
generan interés en el estudio de la expresion de Fld en el desarrollo del fruto y como esta

proteina afecta la expansion celular.
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1. Introduccién

Los rendimientos actuales de los cultivos
no podran satisfacer las futuras demandas
de alimentos, forraje y combustible.
Sumado a esta problemética, el futuro
enfrenta un alto crecimiento de la
poblacién, el cambio climatico, la tierra
cultivable limitada y una biosfera fragil. Por
lo tanto, existe una necesidad urgente de
desarrollar enfoques innovadores para
acelerar la mejora de los cultivos y hacer
gue sus resultados sean mas predecibles,
revolucionando la productividad agricola
(Council for Agricultural Science and
Technology (CAST), 2017).

Estudios realizados sobre los 8 cultivos
mas importantes a escala planetaria,
comparando los rendimientos promedio
con los rendimientos maximos registrados
histéricamente (obtenidos bajo condiciones
Optimas de crecimiento), muestran que el
rendimiento promedio es apenas 20-40%
del rendimiento maximo (Buchanan et al,
2000), indicando que existe amplio margen
para incrementar la produccién de
alimentos sin aumentar la superficie
cultivada. Esta es una cuestion estratégica
en nuestro pais, y el presente proyecto se

inserta en ese contexto.

Para hacer frente a tales situaciones
hostiles, las plantas han desarrollado a lo
largo de la evolucion mecanismos de

tolerancia constitutivos e inducibles. Estas
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respuestas implican la expresion, regulada
en tiempo y espacio, de un gran nimero de
genes. Estudios de escala gendmica
permitieron identificar NUMerosos
componentes de la respuesta, asi como la
naturaleza global de ésta (Vinocur and
Altman, 2005). Cada estrés genera una
respuesta Unica, pero todas se organizan a
la manera de una cascada génica, con
etapas ordenadas de modo jerarquico en
procesos que van desde la deteccion del
estrés, transmision de sefiales y regulacion
transcripcional hasta la expresion de genes
efectores. Esta complejidad ha hecho que
si bien muchos genes vinculados a la
tolerancia han sido descubiertos, solo unos
pocos han sido evaluados a campo, y con

resultados variables (Krishna, 2010).

Los microorganismos fotosintéticos de los
que las plantas derivan (algas vy
cianobacterias) enfrentan desafios
equivalentes en sus correspondientes
habitats. Sin embargo, sus respuestas
difieren sustancialmente: son unigénicas,
rapidas, e incluyen la sustitucibn de
blancos sensibles al estrés por alternativas
isofuncionales 'y resistentes. Esta
estrategia permite restablecer las vias
productivas perturbadas por el estrés, y en
particular el balance redox del proceso
fotosintético, el cual ha sido identificado
como un punto de intervencién clave que
afecta de manera decisiva la viabilidad del

organismo estresado. Aunque muchos de
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estos genes y sus correspondientes
productos han desaparecido de las plantas
(Pierella y col.; 2015), hemos demostrado
que la introduccion de una flavodoxina (FId)
cianobacteriana en cloroplastos resulta en
la generacion de plantas transgénicas con
tolerancia aumentada a multiples fuentes
de estrés ambiental, por mecanismos muy
semejantes a los que tienen lugar en los
microorganismos originarios (Tognetti vy
col., 2002, 2006; Zurbriggen y col., 2008).
Esta observacibn no solo abre una
perspectiva tecnoldgica completamente
nueva para el desarrollo de cultivos
tolerantes a estrés, sino que representa
una herramienta bioldégica muy potente
para investigar el rol jugado por el
metabolismo redox plastidico en procesos
bioldgicos como morfogénesis,
senescencia, estrés hibtico y nutricion
(Pierellay col., 2015; Lodeyro y col., 2012).

El tomate es una dicotiledénea herbacea,
anual, perteneciente a la familia
Solanaceae, relacionada con la papa,
tabaco, pimiento y berenjena. Se cultiva en
todo el mundo por su fruto comestible que
posee escaso contenido cal6rico, pero es
rico en vitaminas y carotenoides,
principalmente licopeno, de reconocidas
propiedades antioxidantes que protegen al
aparato gastrico y epitelial. Se han
seleccionado por el hombre cultivares que
producen frutos de distintas caracteristicas

y con desarrollo optimizado para distintas
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condiciones de crecimiento. Posee gran
importancia econdémica y se comercializa
para el consumo humano como tomate
fresco o procesado en diversas variantes
(Gebhardt y Thomas, 2002; Kosco, 2007,
Peralta y Spooner, 2007).

2. Objetivos

- Evaluar el crecimiento y desarrollo de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L. cv Money Maker) que acumulan Fld en
plastidos (lineas Slpfld) y en citosol (lineas
Slcfld) y de lineas salvajes (WT) en

condiciones control y ante estrés oxidativo.

- Realizar un estudio fenotipico, fisioldgico
y bioguimico de las distintas lineas

transgénicas.

- Analizar el rendimiento en condiciones

control.

3. Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal

Las plantas de tomate fueron
transformadas con el gen de FId de
Anabaena PCC7119 en el laboratorio del
Dr. Mohammad-Reza Hajirezaei (Leibniz-
Institut far Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung, IPK Gatersleben,
Alemania). Se utilizaron los protocolos
descritos en Rocha-Sosa y col. (1989). Se

verifico la transformacion de las plantas por
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medio de reacciones de PCR. Las
plantulas regenerantes primarias fueron
trasplantadas a tierra para su crecimiento.
Se efectuaron 2 rondas sucesivas de
autofecundacion y seleccion de
segregantes. Se obtuvieron finalmente
distintas lineas transgénicas homocigotas
para el caracter introducido, que acumulan
FId en plastidos (lineas Slpfld) y citosol

(lineas Slcfld).

3.2. Condiciones de crecimiento de plantas
Las plantas fueron crecidas en cadmara de
cultivo a una intensidad luminica de 200
umol m2 sy un fotoperiodo de 16/8 h de
luz/oscuridad. La temperatura fue regulada
en 28/23 °C y la humedad relativa
ambiental se mantuvo entre 40 % y 90 %
durante el ciclo luz/oscuridad. El riego fue

realizado con agua dia por medio.

3.3. Deteccion de proteinas

Se realizé un andlisis de extractos
proteicos a partir de aproximadamente 100
mg de tejido foliar mediante la separacion
de proteinas solubles por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes reductoras (SDS-PAGE)
y transferencia e inmunodetecciéon de
proteinas en membranas de nitrocelulosa
(Western blot) utilizando anticuerpos

especificos contra la proteina Fld.
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3.4. Determinacion de  pigmentos
fotosintéticos

La determinacion espectrofotométrica de
clorofla a y b, y de carotenoides fue
realizada de acuerdo con Lichtenthaler
(1987) mediante extraccion etandlica de
discos foliares de cotiledones hasta su
blanqueamiento total. Posteriormente se
midié absorbancia en el extracto a 470, 648
y 664 nm. Se estimO el contenido de
clorofila a y b y de carotenoides totales.
Ademas, se realiz6 una mediciébn de
clorofila relativa al tejido foliar mediante la
utilizacion de un MultispeQ conectado a la

plataforma del equipo Photosynq.

3.5. Analisis microscépico de tejidos
foliares

Se realiz6 la estimaciéon del namero y
tamano de células en hojas completamente
expandidas del cuarto tallo secundario de
plantas de 30 dias de crecimiento después
de su germinacion. Se fijo y decolor6 el
tejido en 100 % (v/v) etanol. Luego se
clarific6 mediante el agregado de &acido
lactico. El tamafio celular se midié usando
el programa para andlisis de imagenes
Image-Pro Plus a partir de fotografias
tomadas usando una lupa estereoscépica
con aumento 115X acoplada a una camara
digital. Se contaron al menos 100 células

de cuatro campos distintos de cada hoja.
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3.6.

exposicion al agente redox ciclico metil

Estrés oxidativo inducido por
viologeno (MV)

El MV es un herbicida redox ciclico
EROs en los

plantas

utiizado para generar
cloroplastos de iluminadas
(Rodriguez y col., 2007). Se desarroll6 un
protocolo que consistié en sumergir hojas
en una solucién de MV y 0,1 % (v/v) Tween-
20 por un periodo de tiempo determinado y
luego incubar a la planta bajo condiciones
de iluminacién para producir el estrés

oxidativo.

3.7. Andlisis de frutos

Las plantas fueron cosechadas a medida
gue el fruto se presentaba rojo y maduro
hasta cumplidos los cuatro meses desde la
fecha de siembra donde se procedi6 a la
cosecha total. Se analizo la cantidad de
frutos cosechados por linea, tamafo y

rendimiento en condiciones control.

3.8. Andlisis estadistico

La significancia estadistica de los datos
experimentales se determing, cuando fue
posible, mediante el andlisis de la variancia
(ANOVA). Cuando no fue posible utilizar
ANOVA por

supuestos, se utilizd el analisis de la

incumplimiento de los

variancia no paramétrica de Kruskal-Wallis

seguido del test de comparaciones

multiples de Tukey. En todos los ensayos
consideradas

las diferencias fueron
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significativas a un nivel de probabilidad
p<0,05 o p<0,05. Se empled el software
SigmaPlot 11.0 (Jandel Scientific).

4. Resultados y Discusion

Una vez obtenidas las lineas homocigotas
de tomate, éstas fueron germinadas y
crecidas en camara de cultivo. Se procedio
a extraer muestra de plantas de cuatro
semanas y se realiz6 la extraccion de
proteinas solubles en hoja. Ademas, se
detecté la expresion de la proteina FId

mediante ensayos de Western blot (Fig. 1).

Expresion de FId en

LTI,

—

plantas

transgénibas de tomate. Extractos solubles de
tejido foliar de las lineas Slpfld8-1, Slpfld60-4,
WT, Slcfld10-5 y Slcfld9-33 (orden de siembra
de izquierda a derecha) fueron resueltos por
SDS-PAGE en geles al 15 % (p/v) revelados
para proteinas (izquierda) o western blot con
anticuerpos contra Fld (derecha).

Se realizé la determinacién de pigmentos
en cotiledones y tejido foliar. Puede
observarse que las lineas Slpfld presentan
un mayor contenido de clorofila en
comparacion con las demas lineas (Fig. 2 y

3).
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' I - I I I Fig. 4: Hojas del cuarto tallo secundario
pertenecientes a plantas crecidas durante 4

sremhla s Fen e Crl e ElE e s semanas, cuyo tamafio corresponde al
promedio para cada linea.

=M mpidE-1 pldE0-4 uciid10
Fig. 2: Pigmentos en cotiledones. Se
utilizaron entre 5-6 muestras biolégicas + EE. Cuando se analizaron las hojas a nivel
Los asteriscos sefialan diferencias
significativas de las lineas respecto a la WT
(Tukey, a= 0,05; p > 0,05). células de las plantas pfld son de menor

microscopico, se pudo observar que las

tamano (Fig. 5) y esto ocurre tanto en el

parénquima en empalizada como en la

Chl relativa

65 * epidermis (datos no mostrados).
60 l Dado que un menor tamafio de células
g ES puede indicar un defecto en la proliferaciéon
2 5 L I 1 0 en la expansién se procedio a estimar el
E_.E namero de células en las hojas (Fig. 6).
0 Dicho analisis mostré que éste no varia
WT  pfid 8-1 pfid 60-4 cfid 10 significativamente, por lo que se trata de
Fig. 3: Clorofila total relativa. Se utilizaron de una inhibicion en la expansiéon celular,

5-6 muestras bioldégicas + EE. El asterisco

sefiala diferencias significativas de la linea resultando asi en un area total foliar menor

respecto a la WT (Tukey, o= 0,05; p > 0,05). en las lineas pfld (Fig. 7).
800 -
£ 600 -
- o 5 |
Ademas, se realizd una caracterizacion E 400
()
fenotipica de las distintas lineas. Se ; 200 A I I
)
observé que las plantas pfld eran mas < 0+
. . N >
pequefias (Fig. 4), sugiriendo que la s‘b %6@ ;@b x\b\
., ; \Q S
expresion de Fld en cloroplastos tendria K X S 2

Fig. 5: Estimacién del é&rea celular. Se

algun efecto sobre el desarrollo de la planta z L
utilizaron de 3-9 muestras biolégicas + EE. Los

y en particular, en las hojas. asteriscos sefialan diferencias significativas de
las lineas respecto a la WT (Tukey, a= 0,05; p
> 0,05).
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Fig. 6: Estimacion del numero de células en
hoja. Se utilizaron de 3-9 muestras biolégicas +
EE. No se encontraron diferencias
significativas.
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Fig. 7: Estimacién del area foliar. Se
utilizaron de 3-9 muestras biolégicas + EE. Los
asteriscos sefialan diferencias significativas de
las lineas respecto a la WT (Tukey, a= 0,05; p
> 0,05).

Las plantas fueron cosechadas
manualmente a medida que los frutos se
presentaban rojos y maduros maduro hasta
4 meses desde la fecha de siembra donde
se procedi6 a la cosecha total. Se realiz6 el
registro del tamafo y peso promedio de
cada fruto (Fig. 8 y 9), el niumero total de
frutos cosechados (Fig. 10), la suma del
peso de los mismo (Fig. 11) y el peso fresco
de la parte aérea de la planta una vez

finalizada la cosecha (Fig. 12).
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Fig. 8: Frutos rojos maduros. Frutos de
tamafio cercano al promedio de los cosechados
de cada linea.
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Fig. 9: Peso por fruto. Los datos son
promedios de todos los tomates cosechados de
6-10 réplicas biolégicas + EE. Los asteriscos
sefialan diferencias significativas de las lineas
respecto ala WT (Tukey, o= 0,05; p > 0,05).
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Fig. 10: Numero de frutos por planta. Los
datos son promedios de todos los frutos
cosechados de 8-10 réplicas bioldgicas + EE.
El asterisco sefiala diferencias significativas de
la linea respecto a la WT (Tukey, a= 0,05; p >
0,05).
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Suma Pesos frutos
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WT  Sipflds-1 Slpfld60-4

Fig. 11: Peso frutal total por planta. Los datos
son promedios de todas las plantas y frutos
cosechados de 8-10 réplicas biolégicas + EE.
No se encontraron diferencias significativas de
las lineas respecto a la WT.
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WT SIpfld8-1 Slpfld60-4

Fig. 12: Peso total de la parte aérea. Los

datos son promedios de todas las plantas y

frutos cosechados (8-10 réplicas bioldgicas) +

EE. Los asteriscos sefialan diferencias

significativas de las lineas respecto a la WT
(Tukey, a= 0,05; p > 0,05).
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Si bien las lineas transgénicas generan
frutos de menor tamafio en comparacion a
la WT, producen una mayor cantidad. Al
mismo tiempo, las plantas de las lineas pfld
son mas pequefias, por lo cual el calculo
del indice de cosecha (suma de frutos
cosechados/peso de la planta) resulta
mayor en las lineas pfld (Fig. 13).

Fi

g. 13: indice de cosecha. Los datos son

1.5 -
1.25 -

1 .
0.75 ~
0.5 -
0.25

0 .

indice de cosecha

Slpfld8 -1 Slpﬂd60 -4

promedios de todas las plantas y frutos
cosechados (8-9 réplicas bioldgicas) + EE. Los
asteriscos sefialan diferencias significativas de
las lineas respecto a la WT (Tukey, a= 0,05; p
> 0,05).

Ademds de estos ensayos, se evalud la
tolerancia relativa de las distintas lineas
transgénicas homocigotas frente al estrés
oxidativo, mediante la utilizacion de MV
(Fig. 14). Se

completamente expandidas de plantas de

utilizaron hojas

6 semanas que fueron sumergidas por 1
min en 100 uM MV y expuestas a alta
radiacion luminica durante 19 horas. Puede
observarse que mientras la linea WT
presenta un grado de lesién considerable,
las lineas SlIpfld8-1 y Slpfld60-4 se

observan mas saludables.
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Fig. 14: Plantas transgénicas de tomate
frente al estrés oxidativo. Tallos de lineas pfld
y WT que fueron incubadas con MV y luego
expuestos a una fuerte intensidad luminica.

5. Conclusiones

La incorporacion de Fld a plantas de
tomate genera un resultado beneficioso en
cuanto al rendimiento agronémico del
cultivo, lo cual resulta en un atractivo

biotecnoldgico.

Las plantas de tomate pfld presentan un
menor tamafio que las plantas WT y cfld
crecidas en las mismas condiciones,
demostrado por un menor crecimiento foliar
a cuatro semanas desde la fecha de
siembra (Fig. 3) y menor peso de la parte
aérea de la planta posterior a la fecha de
cosecha (Fig. 12). Esto ha sido observado
en otras especies como Agrostis stolonifera
L. (una pastura usada como forrajera),
Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum,
donde FId también afecta el desarrollo
foliar y produce hojas mas pequefias, por
lo cual parece ser un efecto intrinseco de la
expresion ectdpica de esta proteina (Li y
col., 2016; Mayta, 2017; Su y col., 2018).
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Ademas, las plantas de tomate generaron
un mayor numero de frutos, aunque los
mismos son mas pequefios en
comparacion con laWT. Se ha demostrado
gue la biogénesis de cloroplastos esta
relacionada con el desarrollo del fruto
donde los cloroplastos se convierten en
cromoplastos durante la maduracion,
acumulando  altas cantidades de
compuestos antioxidantes liposolubles,
como licopeno y B-caroteno que protegen
el cromoplasto y a las células frutales
(Cocaliadis y col., 2014). Existen muchos
aspectos pendientes acerca de los
mecanismos relacionados a este proceso
que nos planteamos como futuras
perspectivas de estudio. Ademas, el mayor
indice de cosecha en plantas pfld genera
una cuestion a dilucidar, en cuanto a
establecer la relacion de la expresion de

FId con el desarrollo y maduracion del fruto.
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