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Resumen

El calabacin (Cucurbita pepo L.) es uno de los cultivos horticolas de
mayor importancia en Espafia, especialmente en el sudeste andaluz. La mayor
parte de la produccién se destina a la exportacion, lo que hace necesario una
adecuada conservacion postcosecha del fruto para mantener su calidad hasta
su llegada al consumidor. El origen subtropical de este fruto lo hace
susceptible de desarrollar dafios por frio (DF) si se mantiene en un ambiente
a baja temperatura, por encima del punto de congelacion, hecho que ocurre
de manera general durante su almacenamiento y transporte a los mercados de
destino. Ademas, el calabacin es un fruto que se cosecha en estado inmaduro,
siendo mas propenso a sufrir estos dafios que se traducen en una pérdida de
peso, ablandamiento y aparicion de hundimientos en el exocarpo (pitting),
resultado de las numerosas alteraciones fisiolégicas y bioquimicas que
ocurren en sus tejidos. Estos dafios por frio producen el deterioro de la calidad
del fruto dando, por tanto, lugar a graves pérdidas econémicas.

Para evitar estas pérdidas es necesario por un lado buenos programas
de mejora que desarrollen nuevas variedades con frutos mas resistentes, asi
como el desarrollo de técnicas que sean capaces de mejorar la vida util de los
frutos de las variedades existentes en el mercado. A su vez, poner a punto un
protocolo de regeneracion y editado genético en C. pepo es de vital
importancia ya que podria suponer el uso de plantas transgénicas de este
cultivo para avanzar en la obtencion de resistencia o tolerancia a la
frigoconservacion.

En esta Tesis se ha avanzado en el uso de técnicas de mejora de la vida
atil del fruto de C. pepo, ya que se han realizado dos tratamientos quimicos
que han mejorado la conservacion en frio de frutos sensibles a este estrés, uno
de &cido abscisico (ABA) y otro de 6xido nitrico (NO). También se ha
trabajado en la puesta a punto de un protocolo de regeneracion de plantas de
C. pepo mediante cultivos in vitro de secciones de cotileddn, con el objetivo
de utilizar estos protocolos para una posterior puesta a punto de un sistema
de transformacion y editado genético en esta especie. El uso de un vector
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Resumen

virico para expresion de genes en calabacin ha sido un abordaje paralelo al
sistema de transformacién que se ha implementado también en esta Tesis y
que puede servir para estudios de expresion transitoria en esta especie.
Asimismo, se ha caracterizado un gen que codifica un factor de transcripcion
que parece ser un buen candidato como activador de tolerancia al frio.

Los tratamientos de ABA y NO se han realizado en las variedades
comerciales Natura y Sinatra, la primera es una variedad cuyo fruto resiste
bien las bajas temperaturas, mientras que los frutos de Sinatra son muy
sensibles a la conservacion en frio. Con respecto al &cido abscisico, se ha
podido comprobar la importancia de esta hormona en la resistencia de los
frutos a las bajas temperaturas postcosecha, ya que los tratamientos con ABA
en frutos sensibles al frio mejoraban notablemente la vida util de los mismos,
mientras que en la variedad Natura, tolerante, el uso de un inhibidor de ABA
gener0 sensibilidad en frutos resistentes. En frutos tolerantes se detectd un
incremento en los niveles de ABA enddgenos que no estaba presente en frutos
de la variedad sensible. Este incremento iba acompafiado de una mayor
transcripcion de genes implicados en la via de sefializacion de ABA. Los
niveles de ABA en fruto mostraron una significativa correlacion negativa con
la pérdida de peso y los dafios por frio.

El NO es una molécula que se ha relacionado con procesos de estrés
en otras especies. El tratamiento postcosecha de frutos con NO se llevé a cabo
mediante la aplicacion de nitroprusiato de sodio (SNP), donador de NO. La
aplicacion de SNP mejord la calidad del fruto de calabacin almacenado a baja
temperatura, observandose una reduccién de la pérdida de peso, dafios por
frio, fuga de electrolitos, contenido de malondialdehido y H20-, y el aumento
de algunas actividades enziméticas importantes en la respuesta al estrés. La
efectividad del tratamiento se pudo determinar mediante la deteccién de las
proteinas S-nitrosiladas, que fueron mas abundantes en el exocarpo de los
frutos a los que se aplicé NO. El tratamiento con NO tuvo un papel regulador
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Resumen

en el equilibrio antioxidante del fruto de calabacin, prolongando asi la calidad
del mismo durante la conservacion en frio

En la actualidad las herramientas biotecnoldgicas permiten un mayor
conocimiento del genoma, el estudio de la funcion génica y la seleccion de
marcadores para su uso en técnicas de mejora vegetal, asi como la posibilidad
de generar nuevas variedades mediante el uso de plantas transgénicas.
Nuestro grupo de investigacion ha seleccionado, mediante estudios
transcriptomicos, una serie de genes candidatos implicados en la tolerancia al
frio entre los que destaca el gen MYB106-like. Para validar estos datos y
realizar la caracterizacidn de este gen se realizaron una serie de estudios de
expresion y analisis in silico. La expresion del gen en fruto de la variedad
tolerante aumentd drasticamente con el almacenamiento en frio. En hojas y
meristemos la expresion fue muy baja y se no pudo establecer una relacion de
la expresion con la tolerancia al estrés por frio en estos tejidos.

En cuanto a las estrategias biotecnoldgicas relacionadas con la
modificacion de la expresion de genes de interés, debido a la dificultad que
ha mostrado esta especie a la transformacion y a la resistencia de la opinién
publica al uso de tecnologias con organismos modificados genéticamente, se
optd en primer lugar por la utilizaciobn de vectores viricos para la
sobreexpresion y silenciamiento de genes en calabacin, siendo MYB106-like
el gen seleccionado para estos estudios. El vector ZYMV-AGII atenuado fue
el utilizado, para la evaluacion de los efectos causados por la infeccion en la
planta y en ultima instancia, en el fruto. Las construcciones viricas
provocaron un fenotipo de infeccion no uniforme de la planta. Se detectd en
hojas tanto la sobreexpresion como el silenciamiento del gen candidato
utilizado (MYB106-like). En frutos infectados con vector virico para la
sobreexpresion, se detectd la presencia del virus y el aumento de la expresion
del gen en todos los tejidos analizados, aunque el fenotipo no mostrd
diferencias con el control. Pese a los resultados positivos y las ventajas de
esta técnica frente a otras, también presenta limitaciones para su utilizacion
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Resumen

en el estudio de la postcosecha del fruto. No obstante, puede ser muy util para
los ensayos de expresion en plantulas.

Debido a las limitaciones encontradas en las técnicas con vectores
viricos y para establecer técnicas que permitan generar lineas transformadas
estables, en la presente Tesis Doctoral se ha trabajado en la puesta a punto de
protocolos de regeneracion y transformacion genética en C. pepo. Para ello,
en primer lugar, se ha trabajado en la seleccion de explantes y en la
optimizacion de medios de cultivo para la regeneracion de plantas de C. pepo,
utilizando diferentes variedades de esta especie. De los resultados de los
analisis se seleccionaron medios de cultivo para la regeneracion que
alcanzaron hasta un 40 % de induccion de brote y casi un 90 % de raiz a partir
de explantes de cotileddn conteniendo una fracciéon de hipocétilo. Una vez
puesto a punto el sistema de regeneracion, se ha trabajado en la
transformacion utilizando distintas cepas de Agrobacterium transformadas
con el plasmido pGFPGUSplus como vector control. Se han obtenido
resultados que optimizan el proceso, aunque no son definitivos. De entre las
distintas cepas usadas, AGLO fue la que proporcioné mejores resultados,
llegando a representar hasta un 16 % de los grupos de células transformadas
en los explantes.



Summary

Zucchini  (Cucurbita pepo L.) is one of the most important
horticultural crops in Spain, especially in the southeast of Andalusia. Most of
the production is destined for export, which makes proper postharvest storage
of the fruit necessary to maintain its quality until it reaches the consumer. The
subtropical origin of this fruit makes it susceptible to developing chilling
injuries (CI) if it is kept at low temperature, above the freezing point, a fact
that generally occurs during storage and transport to destination markets.
Besides, zucchini fruit is harvested in an immature state, being more
susceptible to suffer these damages resulting in weight loss, softening and the
appearance of pitting in the exocarp surface, as a result of numerous
physiological and biochemical alterations. These chilling injuries result in a
decrease in fruit quality, and cause serious economic losses.

To avoid these losses, it is necessary, on the one hand, good breeding
programs to introduce new varieties with a more resistant fruit to chilling
conditions, as well as the development of techniques capable of improving
the fruit shelf life in the existing varieties. At the same time, the
implementation of protocols for plant regeneration and genetic editing in C.
pepo is of vital importance since it could involve the use of transgenic plants
of this crop to advance in obtaining resistance or tolerance to cold storage.

In this Thesis, progress has been made in the use of techniques to
improve the useful life of C. pepo fruit, since two chemical treatments have
been carried out that have improved the cold storage of sensitive fruit to this
stress, one of abscisic acid (ABA) and another of nitric oxide (NO). Work has
also been done on the development of a protocol for the plant regeneration of
C. pepo using in vitro cultures of cotyledon sections, to use these protocols
for subsequent development of a transformation and genetic editing system.
The use of a viral vector for gene expression in zucchini has been a parallel
approach to the transformation system that has also been implemented in this
Thesis to be used for transient expression studies in this species. Likewise, a
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gene encoding a transcription factor that appears to be a good candidate as an
activator of cold tolerance has been characterized.

The ABA and NO treatments have been carried out on the commercial
varieties Natura and Sinatra, being the former a cold tolerant variety, whereas
Sinatra fruit are very sensitive to cold storage. From the experiments with
abscisic acid, it has been possible to verify the importance of this hormone in
the resistance of fruit to low storage temperatures, since ABA treatments in
cold-sensitive fruit notably improved their shelf life, while in the tolerant
variety Natura, the use of an ABA synthesis inhibitor induced cold sensitivity
in the previously resistant fruit. In tolerant fruit, an increase in endogenous
ABA levels was detected that was not present in fruit of the sensitive variety.
This increment in ABA paralleled in an increase in transcription of genes
involved in the ABA signalling pathway. The amount of ABA in fruit showed
a significant negative correlation with weight loss and cold damage.

The NO is a molecule that has been related to stress processes in other
species. The pre-storage NO-treatment of fruit was carried out by applying
sodium nitroprusside (SNP), a NO donor. The application of SNP improved
the quality of the zucchini fruit stored at low temperature, detecting a
reduction in weight loss, cold damage, electrolyte leakage, the content of
malondialdehyde and H>0», and induced the activity of several enzymes
implicated in the response to stress. The effectiveness of the treatment could
be determined by detecting the S-nitrosylated proteins, which were more
abundant in the exocarp of the NO-treated fruit. The treatment with NO had
a regulatory role in the antioxidant balance of the zucchini fruit, thus
prolonging its quality during cold storage.

Currently, the use of biotechnological tools in crop species allows a
better knowledge of their genomes, permits the study of gene function and
the selection of genetic markers to be used in plant breeding techniques, and
opens the possibility of generating new varieties through the use of plant
transformation. Our research group has selected, through transcriptomic
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studies, a series of candidate genes involved in cold tolerance, among which
the MYB106-like gene stands out. To validate these data and perform the
characterization of this gene, a series of expression studies and in silico
analyzes were developed. The gene expression in the fruit of the tolerant
variety increased dramatically with cold storage. In leaves and meristems, the
expression was very low and it was not possible to establish a relationship
between the levels of expression and tolerance to cold stress in these tissues.

Regarding the biotechnological strategies related to the expression
modification genes of interest, and due to the difficulty that this species has
shown to transformation, added to the resistance of public opinion to the use
of technologies with genetically modified organisms, the first choice was to
use viral vectors for genes overexpression and silencing in zucchini. The gene
MYB106-like was selected for these studies. The attenuated vector ZYMV-
AGII was used for the evaluation of the effects caused by the infection in the
plants and ultimately, in the fruit. The viral constructs elicited a non-uniform
plant infection phenotype. Both overexpression and silencing of the candidate
gene used (MYB106-like) were detected in leaves. In infected fruit with the
overexpression viral vector, the presence of the virus and the increased
expression of the gene were detected in all tissues analyzed, although the
phenotype did not show differences with the control. Despite the positive
results and the advantages of this technique over others, it also presents
limitations for its use in the study of the postharvest fruit. However, it can be
very useful for expression assays in seedlings and vegetative tissues.

Due to the limitations found with the use of viral vectors and to
establish techniques that allow the generation of stable transformed plant
lines, in this Doctoral Thesis protocols for plant regeneration and genetic
transformation in C. pepo have been set up. To do this, in the first place, we
have worked on the selection of the suitable explants and on the optimization
of culture media for the regeneration of C. pepo plants, using different
varieties of this species. The culture media selected for regeneration achieved
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up to 40% shoot induction and almost 90% root induction from cotyledon
explants containing a hypocotyl fraction. Once the regeneration system was
implemented, the transformation was performed using different
Agrobacterium strains harboring as a control vector the plasmid
pGFPGUSplus. Among the different strains used, AGLO was the one that
provided the best results, representing up to 16% of the groups of transformed
cells in the explants. Several results that optimize the system of
transformation have been obtained, although more work is needed to stablish
a good transformation protocol for C. pepo.
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1.1. EL CALABACIN

1.1.1. Origeny taxonomia

El calabacin (Cucurbita pepo L. subsp. pepo) es una planta herbacea,
anual que pertenece a la familia de las Cucurbiticeas. Esta familia, que
comprende aproximadamente a 118 géneros y unas 825 especies (Jeffrey,
1990), se caracteriza por ser una de las que mayor diversidad genética
presenta y de mayor importancia desde el punto de vista del consumo humano
(Robinson & Decker-Walters, 1997).

El género Cucurbita, en el que se incluye el calabacin, es uno de los
mas diversos dentro de la familia Cucurbitaceae. Este género estd compuesto
por 22 especies silvestres y 5 cultivadas, C. pepo, C. maxima, C. moschata,
C. ficifolia y C. argyrosperma (Decker, 1988). Siendo las tres primeras las
méas ampliamente distribuidas y las mas importantes econémicamente,
destacando C. pepo (Paris et al., 2012; Paris & Maynard, 2008).

La mayoria de los estudios situan el origen de Cucurbita pepo L. en
el noreste y sureste de México, y en el este de los Estados Unidos (Nee, 1990;
Paris et al., 2012). La domesticacion geograficamente alejada se considera
como la ultima fuente de variacion de la especie, dando origen a las
subespecies C. pepo subsp. pepo L., C. pepo subsp. ovifera L. Decker y C.
pepo subsp. fraterna (Bailey) Lira, Andrés y Nee. La clasificacion en estas
tres subespecies se basé en caracteristicas morfoldgicas del fruto y en estudios
de polimorfismos de la secuencia de ADN (acido desoxirribonucleico) (Gong
etal., 2012; Paris et al., 2003). A las subespecies pepo y ovifera pertenecen
las variedades comerciales. En cambio, C. pepo subsp. fraterna solo incluye
especies silvestres.

Existen 8 morfotipos o variedades botanicas cultivables de C. pepo
(Fig. 1.1) (Paris etal., 2003, 2012) . Dentro de C. pepo subsp. pepo se
incluyen las variedades Pumpkin, Cocozelle, Vegetable Marrow y Zucchini,
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mientras que Scallop, Acorn, Crookneck y Straightneck se encuentran dentro
de C. pepo subsp. ovifera.

Figura 1. 1. Representacion esquematica e imagenes de los 8 morfotipos de C. pepo.
En la primera (a-d) y segunda fila (A-D) aparecen los morfotipos pertenecientes a C.
pepo subsp. pepo Yy la tercera (e-h) y cuarta fila (E-H) corresponde a C. pepo subsp.
ovifera. aA. Pumpkin, bB. Cocozelle, cC. Vegetable Marrow, dD. Zucchini, eE.
Scallop, fF. Acorn, gG. Crookneck, hH. Straightneck. Fuente: Paris et al., (2012)
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1.1.2. Cultivo del calabacin y su importancia econdémica

1.1.2.1. Situacion a nivel mundial

Durante el afio 2018, la produccién mundial de calabacin y calabaza
alcanzo casi los 25 millones de toneladas segun la Organizacion de la
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)(Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2019). En las
ultimas décadas este cultivo ha experimentado una creciente importancia,
tanto en su produccién como en las areas dedicadas al mismo (Fig. 1. 2).
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Figura 1. 2. Evolucion del area cosechada y la producion mundial de calabacin y calabaza
desde 1994. Fuente: Departamento de estadistica de la FAO (FAOSTAT, 2020).

El cultivo de estas especies estd extendido a nivel mundial (Fig. 1.
3A). La FAO durante 2018 destaca a China como maximo productor con
8,133,734 t, por delante de India que alcanzo los 5,669,809 t. Dentro de este
ranking, Espafia ocupa el sexto lugar con 717,645 t (el 90 % calabacin), por
delante de paises como lItalia o los Estados Unidos de América (EEUU). En
Europa, Ucrania ocupa el primer puesto, el Gnico pais que superd a Espafia en
produccion durante el 2018 (Fig. 1. 3B).
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Figura 1. 3. Principales paises productores de calabacin y calabaza. A. Mapa FAO, B. Los
diez paises con mayor produccion. Fuente: FAOSTAT, 2020

Al igual que la produccion y el area cosechada de calabacin, la
comercializacion también ha aumentado. Espafia es el primer exportador de
calabacin y calabazas a nivel europeo, y el segundo a nivel mundial, solo por
detras de México (Fig. 1. 4B). Estos dos paises llegaron a exportar un 50 % y
70 % respectivamente del total de su produccion durante el 2017. En 2019,
segun FEPEX - Federacion Espafiola de Asociaciones de Productores
Exportadores de Frutas, Hortalizas... (2020) se llegb a exportar el 70 % de la
produccion espafiola. Espafia exporta principalmente dentro de Europa, las
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exportaciones fuera de esta zona son muy reducidas (Fig. 1. 4A). Los paises
gue mas calabacin importan desde Espafia son Francia, Alemania, Paises
Bajos y Reino Unido. En el caso de México, casi el 70 % de la produccion
total en 2017 fue importado por los EEUU. En todos los casos el transporte
del producto desde su origen hasta estos paises se realiza mediante transporte
refrigerado a una temperatura de entre 4 y 7 °C. De ello nace la necesidad de
mantener la calidad y prolongar la vida comercial de los frutos para evitar las
pérdidas economicas derivadas del transporte y comercializacion.
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Figura 1. 4. A. Paises importadores de la produccion de calabacin de origen espafiol durante
2017. B. Pincipales paises exportadores de calabacin y calabaza en el mundo durante 2017.
Fuente: FAOSTAT, 2020. 7
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1.1.2.2. Situacion a nivel espafiol
En Espafia la produccion y éarea cosechada de calabacin han

aumentado progresivamente durante los ultimos 20 afios, llegando a alcanzar
maximos historicos en el 2018 (Fig. 1. 5) (FAO).
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Figura 1. 5. Evolucion del area cosechada y la produccion de calabacin en Espafia desde
el afio 2000. Fuente: FAOSTAT, 2020.

En cuanto a su produccion por comunidades auténomas, destaca
Andalucia con casi el 83 % de la produccion en 2018, seguida de las Islas
Canarias y Murcia que alcanzan un 5 % y 3 % respectivamente (Fig. 1. 6).
Dentro de Andalucia, Almeria es la provincia lider con el 92 % de la

produccion de calabacin.
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= GALICIA = P. DE ASTURIAS CANTABRIA

= PAIS VASCO = NAVARRA = LARIOJA

= ARAGON = CATALUNA * BALEARES

= CASTILLAY LEON = MADRID = CASTILLA-LA MANCHA
= C. VALENCIANA R. DE MURCIA EXTREMADURA

= ANDALUCIA = CANARIAS

Figura 1. 6. Produccion en las distintas comunidades auténomas durante el 2018. (MAPA,
2020)

1.2. DANOS POR FRIO

Los frutos y vegetales son productos muy perecederos, por lo que su
almacenamiento en condiciones de baja temperatura es una tecnologia
utilizada de forma generalizada para evitar su rapida descomposicion y
pérdida de calidad. Este tipo de almacenamiento ralentiza los procesos
metabolicos responsables del deterioro del producto. Sin embargo, los frutos
subtropicales y tropicales, incluido el calabacin, son sensibles al frio pudiendo
desarrollar lo que se conoce como dafios por frio (DF) cuando se conservan a
bajas temperaturas, lo que ocurre durante su transporte y almacenamiento. La
vida util de los frutos esta condicionada tanto por su fisiologia particular como
por la etapa de desarrollo en la que se cosechan (Toivonen, 2016). El
calabacin es un fruto no climatérico que se cosecha en estado inmaduro, lo
que lo hace que sea aun mas propenso a sufrir estos dafios, que se acompafian
con pérdida de peso y ablandamiento (Carvajal et al., 2011; Martinez-Téllez
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et al., 2002). Al cosecharse en una fase previa a la madurez, la epidermis de
este fruto aun no estd completamente desarrollada y los compuestos de
almacenamiento no se han acumulado en su totalidad. Ademas, estan en una
fase de desarrollo en la cual el metabolismo, y por lo tanto la tasa de
respiracion y transpiracion, es muy alto (Valenzuela et al., 2017).

Los DF son desordenes que involucran diversos eventos fisioldgicos,
asi como sintomas caracteristicos y reconocibles de los frutos que aparecen
cuando son expuestos a bajas temperaturas, aungque por encima del punto de
congelacién (Lyons, 1973). El tipo y la extension de estos dafios puede variar
segun la especie, la variedad, las condiciones de almacenamiento en frio
(temperatura y tiempo de exposicion), y otros factores como el estado de
maduracion e incluso variables previas a la cosecha (Ferguson et al., 1999).

Una de las alteraciones mas importantes asociadas con los DF es la
que afecta a la apariencia externa del fruto e incluye dafios en el exocarpo,
incluyendo picaduras, grandes areas hundidas, decoloracion y lesiones
profundas que pueden llegar a los tejidos subepidérmicos (Fig. 1. 7). Estas
alteraciones se deben a dafios a nivel de los lipidos de membrana, lo que
resulta en una alteracion de las mismas, lo que da lugar a una fuga de
electrolitos y, por tanto, el inicio del deterioro (S. Sharma et al., 2020) (Fig.
1. 8). En el caso del calabacin, los sintomas de DF mas comunes incluyen
pérdida de peso, firmeza y dafios apreciables en la superficie del fruto, como
los hundimientos y picado de la superficie. Todos estos cambios
macroscopicos se usan para evaluar la gravedad de los DF (Carvajal et al.,
2011; Fernandez-Trujillo & Martinez, 2006; Martinez-Téllez et al., 2002;
Megias etal., 2014, 2015). El analisis microscopico de este picado ha
demostrado que las depresiones de la superficie son causadas por la muerte y
el colapso celular en el exocarpo, asociado con la solubilizacion de las
pectinas y la degradacién de la pared celular (Carvajal et al., 2015).

10
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Figura 1. 7. Dafios por frio en frutos de calabacin tras 14
dias de almacenamiento a 4 °C. Zona ampliada con
hundimientos y pundeaduras en la superficie.

Para que los DF se desarrollen, tienen que producirse numerosas
alteraciones fisioldgicas y bioguimicas que afectan a todo el metabolismo
celular. Estas incluyen modificaciones en la conformacion y estructura de la
membrana celular, induccion de estrés oxidativo, y cambios en los niveles de
fitohormonas, reguladores del crecimiento y metabolitos relacionados con la
respuesta al estrés (Carvajal et al., 2011, 2015).

1.2.1. Alteraciones en la conformacion y estructura de la
membrana celular

El almacenamiento a baja temperatura provoca alteraciones en la
conformacién y la estructura de la membrana que afectan a su permeabilidad,
considerandose estas alteraciones como una respuesta fisioldgica a nivel
molecular de los DF (Lyons, 1973; Sevillano etal., 2009). Entre las
modificaciones en la composicién lipidica de las membranas destaca la

11
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peroxidacion lipidica, el aumento del indice de saturacion de acidos grasos,
la degradacidn de fosfolipidos y el aumento de la relacién esterol / fosfolipido
(Campos et al., 2003; Carvajal et al., 2011; Matsuo et al., 1992; Whitaker,
1995). Todos estos cambios en la composicion lipidica de la membrana
causan una disminucion en la fluidez que finalmente se traduce en una
disminucion en la funcionalidad de la misma. El grado de saturacion de los
lipidos de la membrana es uno de los parametros mas significativos en la
evaluacion de la funcionalidad de las membranas biologicas y, por lo tanto,
en la supervivencia de los organismos a bajas temperaturas.

Se ha observado que los organismos se adaptan a las bajas
temperaturas aumentando la proporcion de &cidos grasos insaturados, que
hace que se incremente la fluidez de las membranas. Sin embargo, si no se
produce esta adaptacion, a las bajas temperaturas, puede darse un cambio de
fase en los lipidos de la membrana, de gel a un estado de sélido (Madani et al.,
2019). Al aumentar los &cidos grasos saturados frente a los acidos grasos
insaturados, se dificulta la fluidez y produce la rotura y la mezcla de enzimas
y sustratos, lo que provoca la pérdida de compuestos fendlicos, el desarrollo
de un sabor desagradable y un sistema de defensa celular debilitado. Ademas,
el aumento de la fuga de electrolitos y las actividades enzimaticas conduce a
la pérdida de firmeza y aumenta la susceptibilidad al ataque de patégenos
secundarios (Sevillano et al., 2009), lo que puede ocasionar finalmente la
muerte de las células (Lyons, 1973) (Fig. 1. 8).

12
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Figura 1. 8. Representacion simplificada de las respuestas de los frutos recién cosechados
al estrés por frio durante el almacenamiento a baja temperatura. Modificado de (S. Sharma
et al., 2020).
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1.2.2. Estres oxidativo: respuesta secundaria a los dafios por
frio

Ademas del efecto directo de las bajas temperaturas en la organizacion
molecular de los lipidos de la membrana, la pérdida de su integridad en si se
ve reforzada por los procesos oxidativos, ya que el estrés por frio aumenta los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los cambios ambientales y
fisicos que sufre el fruto antes y después de la cosecha inducen la produccion
de ROS, que son la causa del dafio oxidativo durante la postcosecha,
induciendo la pérdida de calidad y la reduccion de la vida dtil de los frutos
(Valenzuela et al., 2017).

El estrés oxidativo ocurre cuando se perturba la homeostasis celular y
hay un aumento desproporcionado en la produccion de ROS (Fig. 1. 9)
(Mittler, 2002; Vanderauwera et al., 2009). Las ROS (p. ej. Oz2", H202, OH,
10,) son formas parcialmente reducidas o activadas de oxigeno atmosférico.
Las ROS se producen en mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas bajo
condiciones fisioldgicas normales, y se incrementan cuando la planta esta
expuesta a unas condiciones desfavorables (Gill & Tuteja, 2010). Por tanto,
el incremento de ROS se asocia a humerosos tipos de estrés, tanto bidticos
como abioticos (Foyer & Noctor, 2005). EI aumento anormal del contenido
de ROS proviene principalmente de los cambios en el proceso de
fotorrespiracion, fotosintesis y respiracion mitocondrial. Si este dréstico
aumento en la concentracion de ROS debido al estrés oxidativo no se
contrarresta con su detoxificacion, se produce la destruccidn oxidativa de las
células por la induccidn de procesos como la desintegracion de la membrana
celular a través de la peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas, la
inhibicion de la actividad enzimética y, finalmente, el dafio que se produce en
el ADN y el ARN (Acido ribonucleico) (Mittler, 2002; Sevillano et al., 2009).

Es importante tener en cuenta que las ROS pueden actuar ademas de
como factores dafiinos, como protectores 0 como moléculas de sefializacion
dependiendo del equilibrio que se establezca entre la produccion de ROS y su
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eliminacidn o detoxificacion en el sitio y el momento adecuados. Por lo tanto,
es muy importante disponer de estrategias para evitar un aumento
descontrolado de las ROS y de esta forma, evitar o tolerar el estrés oxidativo,
generando una respuesta que incluye cambios a nivel bioquimico y molecular
(Choudhury et al., 2017). La defensa ante las ROS incluye la induccién de
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos.

Estreses
ambientales

i Crecimiento

Desarrollo

Mecanismos - o
—l Sefial - M

.. ., uerte celular
de eliminacion ROS )
Respuesta a estrés

i bidtico/abiotico

Dafio celular
oxidativo

Figura 1. 9. Las condiciones ambientales desfavorables resultan en una produccion excesiva
de ROS que conduce a lesiones celulares oxidativas a altas concentraciones. Para prevenir
el dafio celular dependiente de ROS, las plantas tienen una amplia gama de mecanismos
antioxidantes a su disposicion para usar ROS simultaneamente como sefial dentro de varios
procesos bioldgicos, como el crecimiento y el desarrollo, respuestas de defensa a estimulos
bidticos y abitticos y muerte celular programada. (Vanderauwera et al., 2009)

1.3. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

1.3.1. Antioxidantes enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos en plantas estdn compuestos por un
grupo de enzimas como son la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
diferentes peroxidasas y enzimas del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH)
(Mittler et al., 2004).
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Tabla 1. 1. Enzimas antioxidantes destacadas (Gill & Tuteja, 2010)

Antioxidantes

enzimaticos codigo Reaccion catalizada
Superox(lgggl)smutasa . 1ESC1 . Ope + Ope + 2H" — 2H,0, + O,
EC 1
Catalasa (CAT) 111.1.6 H,O; — H>0 + /,0,
Ascorb?tAoppgox'dasa . 15? 1 H,0; + AA — 2H,0 + DHA
Mono-dehidroascorbato EC

reductasa (MDHAR) 1654 VPHA+NAD(P)H — AsA + NAD(P)

Dehidroascorbato EC

reductasa (DHAR)  1.85.1 DHA +2GSH — AsA + GSSG

Glutation reductasa EC

(GR) L4y GSSG+NADPH — 2GSH + NAD(P)’

Las superoxido dismutasas (SOD) son las principales enzimas
antioxidantes presentes en las células procariotas y eucariotas; actian como
la primera defensa frente al anidn superoxido, producido en los diferentes
compartimentos celulares, catalizando su dismutacion formando peroxido de
hidrégeno y oxigeno. Son las Unicas enzimas encargadas de la detoxificacion
del O2." (P. Sharma et al., 2012). Las SOD son una clase de metaloenzimas
que se clasifican en tres tipos diferentes dependiendo del metal localizado en
su centro activo: cobre y zinc (Cu/Zn-SOD, localizadas en cloroplastos,
peroxisomas Yy citosol), hierro (Fe-SOD, cloroplastos) y manganeso (Mn-
SOD, mitocondrias y peroxisomas).

La sobreexpresion de las SOD y el aumento de su actividad estan
relacionados con la defensa de las plantas frente al dafio oxidativo causado
por el estrés bidtico o abidtico y tiene un papel fundamental en la
supervivencia de las plantas en estas condiciones (Gill & Tuteja, 2010). La
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mayor actividad de esta enzima estd generalmente correlacionada con una
mayor tolerancia de la planta frente a estreses ambientales (Gupta et al., 1993;
P. Sharma et al., 2012). En plantas de pimiento, que muestran sensibilidad al
estrés por frio, se observaron incrementos en la actividad SOD en aquellas
variedades mas tolerantes (Lim etal.,, 2009). J. Zheng etal. (2020)
describieron un aumento en la actividad SOD en aquellas variedades de trigo
resistentes al frio.

La catalasa (CAT) es una hemoproteina tetramérica indispensable en
la detoxificacion de ROS en condiciones de estrés (Garg & Manchanda,
2009). Esta enzima es la encargada de eliminar el H2O2, mediante
dismutacion en H.O y Oz, que se genera en peroxisomas por oxidasas
involucradas en la [-oxidacion de acidos grasos, fotorrespiracion y
catabolismo de purinas. Las diferentes isoenzimas CAT se han estudiado
ampliamente en las plantas superiores, encontrandose en distintos organulos
con diferente expresion.

La CAT parece ser una de las primeras y principales enzimas del
sistema antioxidante de la planta activada como respuesta al estrés oxidativo
causado por los DF (Sevillano et al., 2009). Diferentes hallazgos parecen
confirmar esta hipdtesis. En el cultivo de tomate Micro -Tom, esta actividad
enzimatica mostré un aumento importante en las frutas almacenadas durante
4 semanas a 4 °C y luego reacondicionadas a temperatura ambiente
(Malacrida et al., 2006). En el estudio desarrollado por Sala (1998) sobre
almacenamiento a baja temperatura de distintas variedades de mandarinas
tolerantes y sensibles a los DF, se observé un aumento similar en la actividad
de SOD en ambos grupos, pero las variedades tolerantes mostraron mayor
actividad CAT. Carvajal etal. (2011) estudiaron distintas variedades de
calabacin almacenadas en frio, se observd una mayor actividad CAT en
aquellas variedades mas tolerantes a los DF.

El ciclo ascorbato-glutation o de Foyer-Halliwell-Asada es una via
metabolica que actla como un mecanismo antioxidante en plantas, presente
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en el citosol, peroxisomas, mitocondria y plastos (Foyer etal., 1997,
Halliwell & Foyer, 1976). Forman parte de este ciclo las enzimas ascorbato
peroxidasa (APX), monodehidroascorbato peroxidasa (MDHAR),
dehidroascorbato peroxidasa (DHAR), y glutatién reductasa (GR) (Fig.
1. 10). También es necesario para el funcionamiento del ciclo la presencia de
NAD(P)H, una coenzima que participa en reacciones de 6xido reduccion. El
ciclo comienza con la accién de la enzima APX que reduce el H20; a agua
mediante el uso del ascorbato (AsA) formando monodehidroascorbato
(MDHA). Este es reducido a AsA por la enzima MDAR consumiendo
NAD(P)H. EI MDHA generado puede dar lugar de forma espontanea AsA y
dehidroascorbato (DHA). EI DHA es reducido por la enzima DHAR
utilizando glutation (GSH) y NAD(P)H. El glutation oxidado (GSSG) es
regenerado por la enzima GR que también requiere NAD(P)H.

o/l .
Huber Weiss Cyele

OH-{

%0, +H,0 H,O + GSSG
OH'

Figura 1. 10. Ciclo ascorbato-glutatiéon. APX: Enzima ascorbato peroxidasa, MDHAR:
monodehidroascorbato peroxidasa, DHAR: dehidroascorbato peroxidasa, GR: glutation
reductasa, AA: ascorbato, DHA: dehidroascorbato, MDHA: monodehidroascorbato, GSH:
glutation, GSSG: glutation oxidado, SOD: superdxido dismutasa. (Gill & Tuteja, 2010)
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Sato et al. (2001) mostraron que la induccién de la actividad APX por
medio de un tratamiento térmico es un elemento clave en la proteccion del
arroz frente a una exposicion posterior a bajas temperaturas. En un trabajo
posterior Sato et al. (2011) comprobaron que la sobreexpresién de genes
codificantes de APX producian una mejora en la tolerancia al estrés por frio.
El aumento de la actividad y expresion de APX estd ampliamente descrita en
numerosos tratamientos inductores de la tolerancia al frio tanto en frutos
como en vegetales (Carvajal et al., 2014; Rabiei et al., 2019; B. Wu et al.,
2014; H. Yang et al., 2011; Yao et al., 2018).

La GR juega un papel importante en la desintoxicacion de ROS,
interviene en la regeneracion de GSH y confiere tolerancia al estrés abiotico
en las plantas (Hasanuzzaman et al., 2010, 2012). La mayor participacién de
GR en la mejora de la tolerancia al estrés se debe al reciclaje de GSH vy el
mantenimiento de la relacion GSH / GSSG en la célula vegetal.

Se ha revisado el papel de la GR en la sefializacion durante el estrés y
la aclimatacion al frio (Hossain et al., 2018; Kocsy, Galiba, et al., 2001). La
actividad GR es significativamente mayor en las plantas que muestran
tolerancia a las bajas temperaturas. Asi, se ha demostrado una correlacion
positiva entre la tolerancia a bajas temperaturas y el incremento en actividad
GR en plantas como Cucumis sativus (W. H. Hu et al., 2008; P.-L. Xu et al.,
2008) y Cucumis melo (Fogelman et al., 2011). Genotipos tolerantes al frio
en arroz (Huang & Guo, 2005), mostraron una actividad GR mayor que la de
los genotipos sensibles. Ademaés, el aumento en el contenido de GSH vy la
actividad de GR en genotipos de maiz sensibles al frio indujeron una
disminucion de los DF (Kocsy, Ballmoos, et al., 2001).

1.3.2. Antioxidantes no enzimaticos

El ascorbato (AsA) o vitamina C es el antioxidante mas abundante en
células vegetales, con un papel clave en la defensa frente al estrés oxidativo
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causado por un aumento en los niveles de ROS que se generan durante
estreses bioticos y abioticos (Foyer & Noctor, 2011; Qian etal., 2014;
Smirnoff, 2000). AsA posee un papel vital en la percepcion de estos estreses,
la homeostasis redox y la posterior regulacion de los mismos (Akram et al.,
2017). El AsA proporciona una proteccion directa de la membrana plasmatica
al reaccionar con Oz.~, H2O2 y regenerar el a-tocoferol (vitamina E) a partir
del radical tocoferoxilo (vitamina E oxidada) (Noctor & Foyer, 1998).
Ademas, tiene un papel clave en la eliminacién de H>O; a través del ciclo
AsA-GSH (Hasanuzzaman et al., 2019).

El tripéptido glutation (y-L-glutamil-Lcisteinilglicina) es uno de los
metabolitos cruciales en las plantas siendo considerado como la defensa
intracelular mas importante, junto con el AsA, frente al dafio oxidativo
inducido por ROS (Gill et al., 2013). Se produce abundantemente en forma
reducida (GSH) y se localiza en todas las células y compartimentos celulares,
al igual que el AsA (Foyer & Noctor, 2003; Smirnoff, 2000). El equilibrio
entre el GSH y GSSG es la clave para el mantenimiento del estado redox
celular (P. Sharma et al., 2012). Debido a su poder reductor, el GSH juega un
papel importante en diversos procesos bioldgicos, incluyendo el
crecimiento/division celular, transduccion de sefiales, regulacion enzimatica,
desintoxicacion de xenobidticos, y la expresion de los genes sensibles al
estrés (Foyer et al., 1997).

El GSH funciona como antioxidante mediante distintas vias. Puede
reaccionar quimicamente con O2.", H202 Yy, por lo tanto, puede funcionar
directamente eliminando radicales libres (Foyer, 2019). También puede
participar en la regeneracion de otro potencial antioxidante, AsA, a través del
ciclo AsA-GSH. EI GSH recicla AsA de la forma oxidada a reducida por la
enzima DHAR (Gill & Tuteja, 2010).

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios muy diversos
(flavonoides, taninos, ligninas, etc) que poseen propiedades antioxidantes. Se
encuentran abundantemente en la mayoria de los tejidos vegetales (de la Rosa
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etal., 2019). Representan el segundo grupo mas abundante de compuestos
organicos en el reino vegetal (justo detras de la celulosa) y realizan diferentes
actividades en la planta, tales como soporte estructural y proteccion contra la
radiacion solar ultravioleta, respuesta al estrés bidtico o abi6tico, etc. Se ha
demostrado que superan a los antioxidantes conocidos, AsA y a-tocoferol, en
ensayos in vitro de actividad antioxidante debido a su gran capacidad para
donar electrones o atomos de hidrogeno. Los polifenoles pueden quelar los
iones metalicos de transicion, pueden eliminar directamente ROS y pueden
inhibir la peroxidacion lipidica atrapando el radical alcoxi lipidico (Arora
etal., 2000). Algunos tratamientos pre y postcosecha pueden inducir la
sintesis de compuestos fendlicos y aumentar de esta forma la vida util de los
frutos, mediante la activacién de su sistema de defensa antioxidante (de la
Rosa et al., 2019).

1.4. TRATAMIENTOS POSTCOSECHA

La investigacion de la fisiologia postcosecha tiene una gran
importancia y repercusion econdmica; un incorrecto tratamiento de los frutos
durante su almacenamiento puede provocar un gran declive de la calidad y la
vida util de los mismos, produciendo grandes pérdidas econdémicas. Se han
desarrollado diferentes tecnologias postcosecha para evitar o retrasar el
desarrollo de dafios por frio en frutos durante su almacenamiento a baja
temperatura, que es el método de almacenamiento mas comuinmente
empleado, debido a que ralentiza el metabolismo celular, paralizando
procesos de maduracion y senescencia (Sevillano et al., 2009).

Los dafios causados por las bajas temperaturas durante la maduracion
y la senescencia de los productos horticolas, los dafios por frio, afectan
negativamente la calidad de los mismos y, por tanto, a su comercializacion;
es por ello que se han desarrollado distintos tratamientos inductores de
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tolerancia. La tendencia actual del mercado es evitar el uso de productos
quimicos sintéticos, al mismo tiempo que se fomenta el uso de tecnologias
sostenibles de postcosecha basadas en tratamientos fisicos (temperatura,
humedad relativa y envasado en atmdsfera modificada) y tratamientos
quimicos utilizando productos naturales y reguladores del crecimiento, no
repercutiendo negativamente en la salud humana o en el medio ambiente.

Concretamente en calabacin se han evaluado diversos tratamientos
para mejorar la postcosecha y disminuir los dafios por frio, y se ha estudiado
la fisiologia del fruto durante el almacenamiento (Tabla 1. 2). Entre los
tratamientos que han sido utilizados en otras especies que mejoran la
tolerancia al estrés por frio, la aplicacion de &cido abscisico (ABA) y 6xido
nitrico (NO) son objeto de estudio en esta Tesis Doctoral.
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Tabla 1.2. Tratamientos postcosecha de tipo fisico y quimico en Cucurbita pepo

Tratamiento postcosecha

Efecto

Fisico

23

Preacondicionamiento

Bafios en agua caliente

Atmosferas modificadas.

CO2y O2

Atmosfera controlada.
Retractilado

Cubierta de quitosano

Disminucién en los DF y pérdida de peso, reduccion de Ha
MDA y contenido de &cido ascoérbico, y actividad inducida
enzimas antioxidantes

Disminucién de los DF, dafio en las membranas y en la pérdic
firmeza.

DF reducidos, niveles elevados de espermidina, espermina
fenoles totales, induccion de las actividades de oxidasa alternz

SOD, APXy CAT

Produccidn reducida de etileno y de la expresion de genes
relacionados, H20, y MDA reducidos

DF reducidos y conservacion de la firmeza del fruto
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Tabla 1.2. Tratamientos postcosecha de tipo fisico y quimico en Cucurbita pepo

Tratamiento postcosecha

Efecto

Quimico

24

1-MCP

Citoquinina

Acido y-aminobutirico

Glicina betaina

Poliaminas

Acido abscisico

Oxido nitrico

Reduccion de la pérdida de peso, respiracion y etileno, reduccion d
expresion de genes de etileno

Deterioro y deshidratacion mas lentos, acumulacién de compuest
fendlicos

Reduccion del indice de DF, pérdida de peso y muerte celular, asi c
una menor tasa de fuga de electrolitos. Mayor contenido en fumar
malato, ATP y NADPH

DF reducidos, redujo el nivel de acidos grasos saturados y mejord
acumulacion de prolina y las actividades de APX, CAT y SOD y de
expresiones genéticas relativas.

Induccion de actividades APX, CAT y GR, mayor contenido de asco
FRAP, glucosa, fructosa y rafinosa.

Resultados capitulo 1

Resultados capitulo 11
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1.4.1. Tratamientos con acido abscisico

En los ultimos afios se ha prestado especial atencion al estudio de los
tratamientos quimicos con hormonas en la mejora de la calidad postcosecha,
ya que junto a su implicacién en los procesos de crecimiento y desarrollo,
algunas fitohormonas juegan un papel esencial en la defensa frente al estrés
(Verma et al., 2016).

El ABA es una hormona que participa en la regulacion de muchos
aspectos del desarrollo de las plantas, tales como la maduracion,
embriogénesis, dormicion y germinacion de semillas. Ademas, esta hormona
es muy importante en el control de las respuestas frente a estreses
ambientales, tanto bioticos (ataque de patdgenos y heridas provocadas por
insectos) (Cao et al., 2011), como abiéticos (sequia, alta salinidad y tolerancia
a bajas temperaturas) (Mehrotra et al., 2014; Sah et al., 2016). EI ABA actua
como mediador entre la percepcion del estrés y la produccion de la respuesta
a través da la induccién de mecanismos de sefializacion que implican a otras
hormonas vegetales.

En condiciones desfavorables, las plantas acumulan ABA, y esta
fitohormona activa la expresion de numerosos genes relacionados con el
estrés mediante la regulacién de la expresion génica, la transduccion de
sefiales y la adquisicion de mecanismos de tolerancia para soportar un entorno
adverso. En frutos sensibles al frio, se observan diferentes respuestas al
aplicar ABA dependiendo de la especie. En mandarinas, el contenido de ABA
no se pudo correlacionar con la tolerancia a la aparicién de DF (Lafuente
etal., 1997). Por el contrario, el tratamiento con ABA en pifia mejoro la
respuesta de los frutos a la baja temperatura, ya que el fruto mantuvo su
calidad durante el almacenamiento en frio (Qin Zhang et al., 2015).

Dada la implicacion de esta hormona en la respuesta al estrés por frio
en otras especies, surge la necesidad de profundizar en los mecanismos de
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respuesta a este estrés en calabacin y ver su posible aplicacion en la mejora
de la calidad postcosecha.

1.4.2. Tratamiento con 6xido nitrico

El oxido nitrico (NO) juega un papel importante en el desarrollo
vegetal, juega un papel regulador en la germinacion de las semillas o en la
reduccion de la latencia en semillas (Bethke et al., 2006, 2007), se ha visto
también relacionado con la regulacion de la maduracién y senescencia
(Mishina etal., 2007), y con el movimiento estomatico (Garcia-Mata &
Lamattina, 2007). Ademas, el NO es una molécula de sefializacion vital que
juega un papel critico tanto en las respuestas frente al estrés abiotico como
biodtico (Shi et al., 2012), viéndose implicado en respuestas a sequia (Asgher
etal., 2017; Garcia-Mata & Lamattina, 2002), o frente a infeccion por
patogenos (Floryszak-Wieczorek et al., 2007). Tanto el estrés biotico como
el abidtico alteran la produccién de NO enddgeno, y se ha visto que el NO
aplicado de forma exdgena mejora la tolerancia de las plantas frente a
diversos estreses (Qiao & Fan, 2008; Wills et al., 2015).

Muchos son los estudios que relacionan también al NO con la
tolerancia al frio en frutos. La aplicacion exdgena de NO mediante
fumigacion con gas o inmersion en una solucion de un compuesto donador de
NO alivia algunos de los efectos del estrés por baja temperatura en un gran
namero de frutos (Ren et al., 2017; Wills et al., 2015; B. Wu et al., 2014; Z.
Zhang et al., 2019; Zhu et al., 2008). Con estos antecedentes creemos que es
importante estudiar el papel del NO en la postcosecha de calabacin y su
posible aplicacion en la tolerancia al frio, evaluando su efecto en el
comportamiento de los frutos durante la postcosecha.
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1.5. ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS DE RESPUESTA
AL ESTRES POR FRIO EN C. PEPO

Los DF se desarrollan de manera desigual entre variedades de
Cucurbita pepo. Carvajal et al., (2011) realizaron un estudio con variedades
de C. pepo contrastantes en cuanto a su comportamiento postcosecha y su
resistencia a la conservacion a bajas temperaturas. De todas las variedades
analizadas seleccionaron la variedad Natura como tolerante a la
frigoconservacion, y la variedad Sinatra que mostrd una gran susceptibilidad
al frio. A partir de estas dos variedades, numerosos estudios fisioldgicos y
genéticos se han llevado a cabo (Carvajal et al., 2011, 2014, 2015, 2017), los
cuales se han completado con estudios transcriptomicos, mediante RNA-Seq,
gue han resultado en la deteccion de un conjunto de genes expresados
diferencialmente en estas dos variedades contrastantes (Carvajal et al., 2018).

Los analisis de “Gen Ontology” (GO) mostraron que las respuestas
sobre-representadas frente al estrés por frio en la variedad tolerante son la
respuesta a estrés oxidativo y la respuesta a estimulos hormonales, mientras
que en los frutos de la variedad sensible el término GO mas representado fue
el de la maduracion del fruto.

Tambien se identificaron mecanismos moleculares implicados en la
tolerancia al frio, regulados de manera diferencial en las variedades tolerante
y sensible. Estos mecanismos se relacionan principalmente con el
metabolismo de carbohidratos, la transcripcion, la transduccion de sefiales, el
metabolismo energético, asi como mecanismos implicados en el transporte y

degradacion proteica (Carvajal et al., 2018) (Fig. 1. 11).
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Figura 1. 11. A.-Diagrama de los genes diferencialmente expresados (DEG) en frutos Natura
y Sinatra almacenados en frio (4 °C frente a 20 °C). Los nimeros en negrita y cursiva
representan los DEG especificamente regulados al alza debido al almacenamiento en frio en
cada variedad. Los nimeros en cursiva representan los DEG especificamente reprimidos
debido al almacenamiento en frio en cada variedad. B-C.- Procesos biol6gicos més
importantes (BP) en porcentaje DEG especificos de Natura (A), especificos de Sinatra (B),
almacenados a 4 °C. (Carvajal et al. 2018)
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En cuanto a los genes asociados con la tolerancia al frio en frutos de
calabacin, se encontraron una serie de candidatos que poseian una mayor
expresion en Natura, la variedad tolerante, entre los que destacan los que
codifican para: la malato deshidrogenasa (esta enzima que participa en el
metabolismo central y la homeostasis rédox entre compartimentos celulares),
el factor de transcripcion tipo MYB106 (relacionado con la diferenciacion de
células epidérmicas y el desarrollo de tricomas en pepino); y ZAT10,
(regulador positivo en la tolerancia al estrés osmatico), entre otros (Tabla 1.
3).

Cabe destacar el enorme aumento en la expresion del factor de
transcripcion MYB106. A la vista de los datos contenidos en la Tabla 1. 3, se
puede deducir que este factor de transcripcion presenta importantes
implicaciones en la mayor tolerancia al frio de Natura respecto a Sinatra, ya
que, tras el almacenamiento en frio, el perfil de expresion aumentd
notablemente en Natura, mientras que en Sinatra se mantuvo sin cambios.

Sin embargo, el papel de estos posibles reguladores de la tolerancia a
frio en calabacin es aun desconocido. Por ello, es necesario estudiar en
profundidad la funcion de estos genes en el mantenimiento de la calidad
postcosecha de los frutos de calabacin.
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Tabla 1. 3. Genes candidatos probablemente involucrados en la tolerancia al frio en el fruto
de calabacin. Perfil de expresion en el fruto antes (recién cosechados, FH) y después de 14
dias de almacenamiento a 20 °C y 4 °C se muestra en FPKM (Fragments per kilobase of
transcript per million mapped reads)

Natura Sinatra
ID Description = FH = 20°C 4°C FH 20°C 4°C
Carbohydrate and Energy
Metabolism
CUUC107944 L 1518 8,09 2428 10,44 1340 8,09
dehydrogenase ' ' ' ' ' '
Peptide transport
Peptide
CUUC107903 transporter 53,95 | 47,18 @ 279,90 @ 35,85 57,65 91,19
PTR3-A-like
Peptide
CuUuCs89270 transporter 9,65 5,05 32,93 8,81 7,48 16,57
PTR2-like
Peptide
CuuC89268 transporter 2,46 1,28 10,33 2,75 1,62 4,75
PTR2-like
Transcription
Transcription
CuUuC97743 factor MYB106 0,37 0,16 61,85 0,00 0,04 0,00
cuuclos134 PELAMOEN 1115 999 3680 1329 1046 | 20,50
AP2 ERF
CUUC104934 domain- 13,54 8,61 14459 | 20,40 | 171,93 | 55,08
containing TF
C-repeat
CuucC92773 binding factor | 14,79 | 14,92 15,58 17,02 | 329,14 2,41
(CBF)
Zinc finger
CUUC61049 @ protein ZAT10- | 396,63 | 148,71 1436,86 | 501,20 |1727,79 | 509,51
like
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1.6. IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA EN LA
MEJORA VEGETAL

La produccion de alimentos en cantidad y calidad suficiente para la
creciente poblacion mundial es un importante reto para este siglo. La
inseguridad alimentaria y la falta de acceso a los alimentos amenaza la salud
de millones de personas en todo el mundo. Ademas, la poblacion mundial esta
creciendo rapidamente y se espera que alcance los 8,3 mil millones para 2030
(United Nations Population Division | Department of Economic and Social
Affairs, 2020). El aumento de la poblacidn, se ha unido a nuevas amenazas,
como son el aumento del estrés abidtico debido al cambio climético, la
disminucion de la tierra disponible y adecuada para el cultivo debido a la
salinizacion, la desertificacion y el uso humano, ademas de nuevas
enfermedades (Sedeek et al., 2019). Para evitar la falta de alimentos en un
futuro proximo, se debe duplicar la tasa actual de produccién de cultivos
(Godfray et al., 2010).

Aunque la oferta de productos horticolas esta aumentando, la presion
de crecimiento y cultivo hace que la biodiversidad y el valor nutricional de
estos, estén disminuyendo (Khoury et al., 2014). Estas disminuciones pueden
atribuirse parcialmente a una menor diversidad genética de los cultivos
horticolas como resultado de la domesticacion, asi como a las barreras
reproductivas que surgen con las
variedades silvestres. Por lo tanto, la

Bacterias | Salinidad I generacion de recursos genéticos

Hongos

con caracteristicas diversas 'y
Editade deseables sera el objetivo de la

Virus

\_ Genético i mejora de los productos horticolas
(J. Xu etal., 2019). Sin embargo,
para hacer frente a estos retos, aparte

de la utilizaciéon de las técnicas

Fig. 1. 12. Aplicalén y objetivos de la

edicion del genoma en la mejora vegetal.
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tradicionales, se requerira de un trabajo adicional basado en la biotecnologia
e ingenieria genética.

A pesar de la gran diversidad de cultivos horticolas muchos de los
objetivos en la mejora vegetal son comunes (Fig. 1. 12), destacando la
necesidad de una mejora del rendimiento, de la calidad y del valor nutricional,
a la vez que se prolonga la vida util de frutos y vegetales, y una mayor
tolerancia a estreses biéticos y abioticos (Sedeek et al., 2019; F. Wang et al.,
2016).

La biotecnologia comprende una serie de técnicas que permiten la
mejora vegetal. Para ello, en primer lugar, se deben de identificar el conjunto
de genes y metabolitos responsables de la caracteristica a estudiar, y
posteriormente, mediante ingenieria gendémica o editado genético se
silenciaran, sobreexpresaran o introduciran distintos genes en la especie a
mejorar.

En la actualidad existe un gran nimero de métodos de transferencia
de ADN Yy vectores de expresion efectivos para un amplio rango de plantas.
El desarrollo de plantas transgénicas permite la mejora de los cultivos a la vez
que proporciona un medio eficaz para el estudio de la funcion génica durante
el desarrollo y otros procesos en la planta (Abdallah et al., 2015).

Un requisito esencial para la edicion génica es la disponibilidad del
genoma del cultivo. Los estudios de las funciones genicas generalmente se
hacen en plantas modelo, por lo que estos datos sélo sirven de referencia y no
para una aplicacion directa en otras especies. La falta de informacion genética
sobre los cultivos horticolas, junto al hecho de que muchos de estos cultivos
siguen siendo altamente recalcitrantes al proceso de transformacion y
regeneracion, ha restringido en gran medida la edicion en estos cultivos a
pesar de su importancia agronémica (Xiong et al., 2015).
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1.7. MANIPULACION GENETICA DE CARACTER
TRANSITORIO

1.7.1. Sobreexpresion de genes mediante el uso de vectores
virales

Los vectores basados en virus de plantas son importantes herramientas
biotecnologicas que complementan la mejora convencional y la
transformacion genética estable. Teniendo en cuenta la velocidad con la que
se establece una infeccidn viral y la alta tasa de acumulacion de las proteinas
codificadas por virus en las plantas (Hefferon, 2017), el uso de vectores
virales es una herramienta muy interesante para la sobreexpresion de
proteinas de interés en las plantas y la evaluacion de la funcion de las mismas,
proporcionando nuevas ideas sobre la funcion de genes especificos en el
desarrollo de las plantas (Shoresh et al., 2006; Zhang & Ghabrial, 2006).

Para que estos vectores virales puedan ser herramientas de utilidad en
plantas, estos no deben afectar al desarrollo, ni reducir su rendimiento o ser
vectores potenciales de propagacion entre plantas (Arazi et al., 2001). Los
vectores virales deben ser capaces de replicarse, propagarse y expresar los
genes de interés en las células infectadas, de esta manera han demostrado ser
utiles en la expresion transitoria de diferentes genes en células vegetales
(Vainstein et al., 2011). Distintos virus tanto de ADN como de ARN han sido
disefiados para la expresion de proteinas heter6logas en varias especies
modelo como en Nicotiana benthamiana y Arabidopsis thaliana (Gleba et al.,
2007; Komarova et al., 2010; Lico et al., 2008; Matoba et al., 2011).

Existen numerosas ventajas en el uso de vectores virales. Primero, los
vectores virales pueden viajar de una célula a otra e infectar sistémicamente
a su huésped y, por lo tanto, pueden funcionar como vehiculos eficientes para
el suministro de las proteinas expresadas en una amplia gama de células y
organos diana. En segundo lugar, muchas especies de plantas modelo y
agronémicamente importantes pueden ser infectadas por una amplia gama de
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virus. Tercero, los vectores virales a menudo conducen a niveles de expresion
muy altos de las proteinas de interés en las plantas infectadas, lo que podria
ser atil para superar la baja eficiencia que se ha atribuido (al menos
parcialmente) a la transformacion estable. Cuarto, los vectores virales no se
integran en el genoma y pueden ser introducidos indirectamente en las células
y 6rganos diana por varios medios: técnicas biolisticas; inoculacién mecanica
de ARN transcrito in vitro; inoculacion de ARN a partir de extractos de hojas
de plantas infectadas, asi como mediante Agroinfeccion (Vainstein et al.,
2011). Los vectores virales pueden proporcionar una oportunidad Unica para
evitar el paso de la transformacion estable y la posterior regeneracion de la
planta (Purkayastha & Dasgupta, 2009; Vainstein et al., 2011).

También existen limitaciones en esta herramienta: las inserciones de
mas de 1 kb de tamafio generalmente no se pueden expresar, los vectores
sistémicos no infectan todas las partes de la planta, no llegando a la semilla
en la mayoria de los casos, la propagacion del virus es asincrona, la infeccion
progresa a diferentes velocidades en diferentes hojas, y el vector suele ser
inestable, por lo que muchos tejidos infectados pueden no expresar la proteina
de interés (Gleba et al., 2007).

Dentro de los virus mas importantes a nivel mundial esta el virus del
mosaico amarillo del calabacin (ZYMV, Zuccchini Yellow Mosaic Virus), es
miembro del género Potyvirus, de la familia Potyviridae. Su genoma esta
compuesto por un ARN monocatenario positivo y posee una longitud de
9,593 nt. Se expresa como una poliproteina que es escindida por tres proteasas
virales (P1, HC-Pro y Nla) y procesada para dar lugar a diez proteinas
maduras. Posee una proteina terminal VVPg unida covalentemente al extremo

5’, mientras que el extremo 3’ esta poliadenilado (Figura 1. 13).
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Figura 1. 13. Esquema del genoma del ZYMV vy el procesamiento del mismo. Los nimeros
en color negro indican el nimero de nucle6tido en el limite de cada gen. Los nimeros en
color gris indican el tamafio de cada proteina en aminoacidos. Las flechas indican los sitios
de corte de cada una de las tres proteasas virales. Fuente: Gal-On (2007).

Para poder utilizar el ZYMV como un sistema de expresion de genes
en cucurbitéceas, se disefio el vector recombinante ZYMV-AGII a partir de
un ZYMYV atenuado (modificado en un dominio muy conservado dentro de la
region HC). El vector ZYMV-AGII tiene todos los requerimientos de
seguridad necesarios (Arazi et al., 2001): no causa la enfermedad, no se
transmite a traves de afidos, no se acumula en el terreno y no se transmite a
las semillas. Se han expresado con éxito mas de 30 genes diferentes en
cucurbitaceas utilizando el del vector ZYMV (Arazi et al., 2001, 2002;
Shoresh et al., 2006).

1.7.2. El silenciamiento génico mediante VIGS y ARNi

Entre las herramientas biotecnoldgicas para el estudio de la funcion
génica existen distintas aproximaciones que permiten el silenciamiento
génico, como la tecnologia VIGS (Virus Induced Gene Silencing) (Lindbo
etal.,, 1993; Ruiz etal., 1998). Aunque los vectores virales se disefiaron
originalmente para servir como herramientas de sobreexpresion, los virus
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vegetales tienen también la capacidad de silenciar o suprimir la expresion
génica en plantas, por lo que son una herramienta fundamental en la gendmica
funcional y la genetica inversa (Purkayastha & Dasgupta, 2009). La
tecnologia VIGS, se basa en el sistema de defensa innato de las plantas frente
a una infeccion virica (Lindbo et al., 2001). Tanto los virus de ADN como los
de ARN producen silenciamiento génico postranscripcional (PTGS, Post-
transcriptional Gene Silencing) que consiste en la degradacion de aquellos
ARN mensajeros (ARNmM) gque posean secuencias complementarias al virus,
la inhibicién de su traduccion y el silenciamiento génico transcripcional
(TGS, Transcripcional Gene Silencing), a través de la modificacion del ADN
mediante metilaciones y/o la remodelacion de la cromatina (P. M.
Waterhouse et al., 2001) (Fig. 1. 14).

Se han modificado numerosos virus de ARN y ADN para el desarrollo
de vectores VIGS. EIl gen a silenciar se clona en un un ADN viral (vectores
basados en virus de ADN) o ADN complementario (ADNCc) (vectores basados
en virus de ARN). Los vectores VIGS se introducen en plantas por
inoculacion mecanica, agroinfiltracion mediada por Agrobacterium o, por
métodos de biolistica para vectores basados en ADN (Purkayastha &
Dasgupta, 2009). Esta metodologia tiene como ventajas que el método es
rapido y no se necesita una transformacion estable de plantas (no se trata de
transgénicos).
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Figura 1. 14. Se forman complejos de silenciamiento inducido por ARN entre proteinas y
ARN de interferencia (ARNi) que no codifican para proteinas. El silenciamiento génico
bloguea las secuencias complementarias induciendo su degradacion o evitando la traduccién.
Plantas infectadas por virus acumulan ARNi derivados del ARN viral. Extraido de Garcia-
Ruiz et al., (2016)

Los VIGS activan la via del ARN de interferencia (ARNi). Cuando
las plantas son infectadas con un virus, a partir de la doble cadena de ARN se
van a formar los pequefios ARN (ARNSsi) gracias a la accion de la
ribonucleasa de clase 111 llamada DICER. Estos ARNSsi se unen al complejo
de silenciamiento inducido por ARN (RISC, RNA-induced silencing
complex) que media el silenciamiento. Si en el vector viral se introduce un
trozo de ADN homologo a una secuencia del genoma de la planta, los
transcritos del gen diana son degradados por la maquinaria de silenciamiento
celular (Kant & Dasgupta, 2017).
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El vector virico ZYMV descrito anteriormente para la sobreexpresion
génica también puede ser utilizado para silenciamiento génico. Shoresh et al.
(2006) mostraron por primera vez el silenciamiento génico mediante la
utilizacion de este vector viral (Robertson, 2004). Se insert6 un fragmento del
gen diana en orientacién antisentido, manteniendo el marco de la poliproteina
ZYMV.

Otra estrategia para producir silenciamiento génico, es la utilizacién
de ARNI. Para inducir este silenciamiento se introduce en la planta un vector
que contenga la secuencia del gen que se quiere silenciar en sentido y
antisentido separadas por un intron, lo que da lugar a la formacion de una
estructura en horquilla (ARNhp), esta formacion producira un silenciamiento
mediante PTGS y TGS al igual que ocurre en el caso de los VIGS.

La Figura 1. 15 presenta el proceso de generacion y accion del ARNi:
el ARNhp originado tras ser introducido de forma artificial un fragmento en
sentido y antisentido sera reconocido por la enzima DICER encargada de
fragmentar el ARN en pequefias moléculas de doble cadena (ARNsi, ARN
pequefios de interferencia), para posteriormente ser incorporadas a un
complejo multi-proteinico (RISC). Este complejo separa las hebras de la
molécula ARNsi, quedando solo una de ellas en el complejo. Por ultimo, se
produce el silenciamiento cuando el ARNsi se une a secuencias
complementarias de ARN monocatenarias, guiados por una proteina
Argonauta y, finalmente son cortados por enzimas degradandose asi los
transcritos (Mysore & Senthil-Kumar, 2015; Watson et al., 2005).
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Figura 1. 15. Silenciamiento génico mediante ARNi. ARNds: ARN de doble cadena,
ARNhp: ARN en horquilla, DICER: enzima ribonucleasa que realiza cortes en ARN de doble
cadena, AGO: Argonauta, ARNm: ARN mensajero, ARNSsi: pequefios ARN interferentes.

1.8. TRANSFORMACION GENETICA ESTABLE
MEDIANTE AGROBACTERIUM

La transformacion de las plantas ha permitido una extension del
conocimiento de la biologia de las plantas y ha revolucionado la agricultura
comercial. Desafortunadamente, para la mayoria de los cultivos, la
transformacion y la regeneracion posterior siguen siendo dificiles de realizar
actuando como cuellos de botella en el proceso.

La transfeccion de la planta abarca dos pasos consecutivos distintos:
el primero la introduccion del ADN en las células de la planta y segundo la
integracién del ADN introducido en el genoma de la planta (transformacion
estable) (Altpeter et al., 2016). Existe un amplio rango de métodos para la
integracion de ADN foraneo en las células vegetales. Estas técnicas se pueden
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clasificar segun se trate de un sistema de transferencia directa (mediante
biolistica) o indirecta mediada por Agrobacterium.

Una de las técnicas méas versatil y ampliamente extendida es la
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens. Este es un
fitopatdgeno del suelo que infecta de forma natural a las plantas y causa en
ellas tumores debido a la integracion de una secuencia de ADN plasmidico
en el genoma vegetal que codifica enzimas para la sintesis de fitohormonas
que se sobreexpresan dando lugar a una hiperplasia e hipertrofia de las células
(Zupan et al., 2000). EI segmento de ADN que se transfiere es conocido como
la region ADN-T (ADN de transferencia) y se encuentra en el plasmido de la
bacteria llamado plasmido Ti (inductor de tumores). El plasmido Ti debe ser
modificado eliminando los genes responsables de la formacidn de tumores en
la planta, denominados ONC (oncogenes) y los genes OPS para la sintesis de
opinas, que se encuentran en la region del ADN-T. En la transferencia de
genes, a través del sistema A. tumefaciens, se emplean dos tipos de vectores:
los de cointegracion (sistemas en cis) y los binarios. Los vectores binarios
(contienen los bordes del ADN-T en el que se incluye la region de expresion
0 genes de interés) no necesitan integrarse al plasmido Ti y se mantienen
como plasmidos independientes, dentro de la célula bacteriana.

Para que se produzca la transformacion genética de plantas mediada
por A. tumefaciens se requiere la presencia de dos componentes genéticos
ubicados en el plasmido Ti bacteriano. EI primer componente esencial es el
ADN-T, definido por repeticiones imperfectas conservadas de 25 pares de
bases en los extremos de la region T llamadas secuencias de borde. La
segunda es la region de virulencia (Vir), que esta compuesta por al menos
siete loci principales (virA, virB, virC, virD, virE, virF y virG) que codifican
los componentes de la maquinaria de proteinas bacterianas que median el

procesamiento y la transferencia del ADN-T. Las proteinas VirA y VirG son
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reguladores de dos componentes que activan la expresion de otros genes vir
en el plasmido Ti. VirB, VirC, VirD, VirE y tal vez VirF estan involucrados
en el procesamiento, transferencia e integracion del ADN-T de A. tumefaciens
en una célula vegetal (Hwang et al., 2017).

La transformacion mediada por Agrobacterium consiste en la union
bacteriana a una célula vegetal dafiada, seguidamente se transfieren el ADN-
T y las proteinas efectoras de virulencia, se produce el movimiento
citoplasmatico de complejos de T-ADN proteina hasta la entrada en el ndcleo,
donde se eliminan de proteinas de la cadena T, se integra el T-ADN en el
genoma de la célula y por altimo se produce la expresién del gen (Gelvin,
2012; Lacroix & Citovsky, 2013).

Las plantas difieren mucho en su susceptibilidad a la transformacién
mediada por Agrobacterium (Gelvin, 2010). Estas diferencias ocurren no solo
entre especies, sino también entre variedades de una misma especie, como
ocurre dentro de la familia Cucurbitaceae, en la que algunas especias son
recalcitrantes a la transformacion, como es el caso de C. pepo. Para esta
familia existen algunos trabajos que han obtenido transgénicos utilizando
diversos procedimientos, aunque todos con una baja eficiencia de
transformacion.

Shah etal. (2008) obtuvieron transgénicos de C. pepo mediante
agroinfeccion con una eficiencia de solo un 0.7 %. Con respecto a otras
cucurbitaceas, Nanasato etal. (2011) llevaron a cabo la transformacion
genética de Cucurbita moschata con un aumento medio de la eficiencia de
infeccion hasta el 2.7 % realizando heridas sobre los explantes. Nanasato &
Tabei (2015) muestran un método de transformacién mejorado en C. sativus
con una eficacia de 11.9 % = 3.5 y en C. moschata de 9.2 % + 2.9.
Bezirganoglu et al. (2014) transformaron Cucumis melo L. var. makuwa
consiguiendo una eficiencia de solo un 0.8 % de los explantes inoculados. En
conclusion, los estudios de transformacion estable en cucurbitaceas no son
muy numerosos Y los protocolos existentes producen ratios de eficiencia muy
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bajas, todo ello unido a las propiedades inherentes de capa especie y cultivar
hace que la transformacion estable en cucurbitdceas sea un importante
objetivo por conseguir.

1.8.1. Regeneracion

Para obtener una planta modificada genéticamente es indispensable
un buen protocolo de cultivo in vitro y de regeneracion. La regeneracion de
plantas completas a partir de células diferenciadas in vitro es una clara
demostracion de la plasticidad y totipotencia de las células vegetales en
respuesta a sefiales ambientales concretas (Miguel & Marum, 2011).

Muchos son los factores que intervienen en el proceso de
regeneracion: el tipo de explante, la composicién de los medios de
crecimiento, los fitorreguladores y las condiciones de cultivo tales como la
luz, temperatura y humedad (Smith, 2012).

En la regeneracion se pretende la induccidn de yemas a partir de un
tejido somatico, utilizando para ello distintos tipos de explantes como hojas,
tallos, raices o cotiledones, lo que se conoce como regeneracion somatica u
organogénesis somatica. Puede llevarse a cabo de forma indirecta si se
produce la formacién de un callo y posterior induccidn de brotes y raices, o
directa si se origina sin pasar por el estadio de callo. Aunque la regeneracion
indirecta sea la mas usada en la mayoria de las plantas, para las especies del
género Cucurbita se ha utilizado en la mayoria de los casos la regeneracion
directa mediante el uso de explantes de cotiledon, aunque con grandes
diferencias en cuanto a su eficiencia y siendo esta de forma generalizada
bastante reducida (Alam et al., 2019; Ananthakrishnan et al., 2003, 2007; Lee
et al., 2003; Nanasato & Tabei, 2015). Sin embargo, a pesar de que se ha

obtenido regeneracion en algunas especies de la familia Cucurbitaceae, los
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resultados han sido practicamente nulos en C. pepo. Por ello, es de vital
importancia la puesta a punto de un buen protocolo de cultivo y regeneracion
en calabacin para poder realizar una modificacion genética estable de
calabacin y asi poder proporcionar una herramienta imprescindible para el
estudio de esta especie.
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Objetivos

El objetivo principal de este estudio es el desarrollo de nuevas tecnologias
que mejoren la tolerancia al frio y la calidad postcosecha del fruto de

calabacin.

Para ello, los objetivos especificos desarrollados en esta tesis son los

siguientes:

1.

Blsqueda de nuevos tratamientos que mejoren la respuesta a la
conservacion en frio de diferentes variedades de Cucurbita pepo y
analisis fisioldgico de los resultados de los mismos.

Analisis de la expresién de genes relacionados con la respuesta al frio.

Puesta a punto de sistemas de modificacion de la expresion génica
mediante virus en Cucurbita pepo.

Puesta a punto de un sistema de transformacién estable de Cucurbita
pepo y regeneracion de plantas.

Aproximacion al estudio de la funcion de los genes que durante las
investigaciones previas se vean implicados en la respuesta al frio
mediante las técnicas desarrolladas en los anteriores objetivos.
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Material y métodos

3.1. MATERIAL VEGETAL
3.1.1. Estudios de postcosecha y condiciones de
almacenamiento

Los frutos de calabacin (Cucurbita pepo L. morfotipo Zucchini) de las
variedades comerciales ‘Natura' (Enza Zaden) y 'Sinatra’ (Clause-Tezier) fueron
proporcionadas por FEMAGO S.L. Después de la cosecha y en su caso, para los
diferentes tratamientos, la fruta se almacen0 en una cdmara con temperatura
controlada y en oscuridad permanente a 4 °C y 85-90 % humedad relativa durante
14 dias.

En todos los experimentos y tratamientos, se prepararon tres réplicas por
variedad, tratamiento y periodo de almacenamiento, cada una de las cuales consistio
en 6 frutos de tamafio similar.

3.1.1.1. Tratamientos postcosecha con acido abscisico y 6xido nitrico
Se emplearon frutos inmaduros recién cosechados de las variedades Natura
y Sinatra.

Tratamiento con ABA. Se sumergieron frutos de Natura en 5 mM de
tungstato de sodio (TS), un inhibidor de la enzima aldehido abscisico oxidasa, a 20
°C durante 20 minutos. El control consistio en agua destilada, 0 5 mM de TS + 0.5

mM de ABA como segundo control para descartar los efectos no especificos de TS.
Los frutos de Sinatra se sumergieron en las condiciones descritas anteriormente en
0.5 mM de ABA o agua destilada como control. Posteriormente, todos los frutos se
colocaron en papel secante durante 2 horas antes de su almacenamiento.

Tratamiento con NO. Los tratamientos con NO se realizaron por inmersion

de los frutos de la variedad Sinatra en una solucion 25, 100 o 500 uM nitroprusiato
de sodio (SNP, un compuesto liberador de NO) durante 20 minutos a 20 °C, en 25
uM de ferricianuro de potasio (Ksz (Fe (CN)) ¢) andlogo estructural del donante de
NO) y agua destilada, siendo estos dos Gltimos los controles.

Tras los tratamientos de NO o ABA se determinaron la pérdida de peso,
indice de dafios por frio y firmeza, asi como la tasa de muerte celular (como se
describe posteriormente), tras lo cual el exocarpo se separ6, congel6 y pulverizo en
nitrogeno liquido, y se almaceno a -80 °C hasta su uso.
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3.1.2. Cultivo de plantas de C. pepo

Para los estudios con plantas en maceta, las semillas de calabacin de las
distintas variedades, se sembraron en un sustrato compuesto por
turba:perlita:vermiculita (3:2:1) manteniéndose con un ciclo luz/oscuridad de 16/8
horas en una cdmara de cultivo KOXKA (SA8/17-27/R), con una temperatura 27 +
1°C y una RH de 55 %. La intensidad luminosa fue de 450 pmol m2s* suministrada
por lamparas fluorescentes Sylvania Cool-White y lamparas incandescentes de 40
vatios. Se empled para su riego la solucion nutritiva Hoagland y Arnon (Tabla 3.1).

Tabla. 3.1. Solucion nutritiva Hoagland y Arnon.

Macronutrientes (g) Micronutrientes (g)
KNO3 0.850 Na,FeEDTA 0.09300
KH2PO4 0.312 MnCl, 0.00040
KCl \ 0.373 \ ZnCl, 0.00010
CaCl, 0.367 (NH4)sM07024 0.00010
MgCl, \ 0.305 \ HsBO; 0.00300
K2S04 0.284 CuCl, 0.00004
Agua 1000 mL

3.1.2.1. Estudio de plantas de calabacin sometidas a estrés por frio

Tras 45 dias de crecimiento en las condiciones antes descritas, las plantas
fueron transferidas a una camara de frio, donde se almacenaron durante 14 dias a 4
°C manteniendo el ciclo de luz/oscuridad y las mismas condiciones de riego.

Durante el periodo de estrés por frio, se recogieron muestras del meristemo
apical y hoja joven (tercera-cuarta hoja completamente expandida) alas 0, 1, 6 y 24
horas, y a los 3, 5y 14 dias.

Para cada tiempo y variedad se realizaron tres réplicas con un minimo de
tres plantas. Las muestras fueron congeladas y pulverizadas en nitrégeno liquido, y
se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
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3.2. ANALISIS FISIOLOGICOS DEL FRUTO DE
CALABACIN
3.2.1. Pérdida de peso

La pérdida de peso de cada fruto se calcul6 mediante la diferencia entre el
peso inicial y final tras el periodo de conservacion, y se expresd como porcentaje de
pérdida (%). El resultado representa la media + SE de todas las determinaciones
realizadas.

3.2.2. Indice de dafios por frio

El indice de dafios por frio (DF) se calcul6 a partir de valores asignados en
la evaluacion visual de los frutos, de acuerdo con una escala descrita por Martinez-
Téllez et al. (2002). A cada fruto se le asigno un valor: 0 (sin dafios), 1 (<10 % de la
superficie total), 2 (10-20 % de la superficie) y 3 (>20 % de la superficie). El indice
se calculé como: > (valor de la escala (0-3) x numero de frutos de cada valor) /
namero de frutos evaluado.

3.2.3 Textura

La textura de los frutos se analiz6 mediante un texturometro manual FHT-
803 (Silverado) con una sonda cilindrica de 7.9 mm de diametro en la zona central
de cada fruto y tras eliminar el exocarpo y los resultados se expresaron en Newtons

(N).
3.2.4. Pérdida de electrolitos

La pérdida de electrolitos fue determinada en el exocarpo fresco de calabacin
segun Mao et al. (2007). Con un sacabocados se hicieron discos de exocarpo de 11
mm de didmetro. Para cada repeticion técnica se tomaron 10 discos que se lavaron 3
veces con agua destilada durante 3 min y se incubaron a temperatura ambiente en
agitacion a 200 rpm en 50 mL de agua destilada. Trascurridos 30 min, se midio la
conductividad de la solucién (ECo) con un conductimetro Consort C860 equipado
con un electrodo Consort SK10T (Consort nv, Bélgica). Los discos se hirvieron
durante 10 min en la solucion de la incubacién y se volvié a medir la conductividad
de la misma tras enfriarse a temperatura ambiente, obteniéndose de esta forma la
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conductividad maxima (ECw). La pérdida de electrolitos del tejido se expresé como
porcentaje de EC, respecto al valor de la ECw.

3.2.4. Tasa de muerte celular

La tasa de muerte celular se analiz6 indirectamente mediante la estimacion
de la absorcién de azul tripan segun Qu etal. (2009), con las modificaciones
descritas en Carvajal et al. (2015). Se tomaron 5 discos de exocarpo de cada réplica
con un perforador de 11 mm de diametro. Se midieron cuatro réplicas de cada
tratamiento. Los discos de exocarpo se sumergieron en azul de tripan al 0.25 % (p/v)
y se incubaron en un agitador de plataforma durante 10 minutos. Después, los discos
se lavaron con agua desionizada y se secaron en papel de filtro. Los discos secos se
pesaron y homogeneizaron en etanol al 50 % (v/v). Tras lo cual las muestras se
centrifugaron a4 °C y 10,000 x g durante 10 min determinandose la absorbancia del
sobrenadante a 585 nm. La tasa de muerte celular se expres6é como porcentaje de la
acumulacidn de azul tripan con respecto a los frutos recién cosechados.

3.3. DETERMINACIONES ANALITICAS
3.3.1. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se determind mediante la cuantificacion de las
sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS) segun el método descrito por
Heath y Packer (1968), con modificaciones. EI material vegetal se homogeneizd
(1:4, p/v) en écido tricloroacético (TCA) al 20 % (p/v) y 0.2 mL de hidroxitolueno
butilado (BHT) 4 % (p/v). El homogeneizado se centrifugé a 4°C y 10.000 x ¢
durante 15 min. El sobrenadante se mezcl6 con acido tiobarbitdrico (TBA) al 0.5 %
(p/v) en TCA al 20 % en proporcién 1:4 (v/v) y la mezcla se incubd a 95 °C durante
30 min. Pasado ese tiempo, se enfrid inmediatamente en hielo para detener la
reaccion y se centrifugé a 4 °C y 4000 x g durante 10 min. La absorbancia del
sobrenadante se midié a 532 nm (absorbancia especifica) y a 600 nm (absorbancia
inespecifica). Los TBARS se calcularon restando la absorbancia inespecifica a la
especifica y utilizando una curva patron de MDA, los resultados se expresaron en
umol MDA kg ~* PF (peso fresco).
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3.3.2. Contenido en perdxido de hidrégeno

El contenido de H»O; se analizé segun Alexieva et al. (2001). EI material
vegetal (1:4, p/v) se homogeneiz6 con TCA al 0.1 % (p/v). Después de la
centrifugacion a 4 °C y 12,000 x g durante 15 min, se recogi6 el sobrenadante. La
mezcla de reaccion fue 0.25 mL de sobrenadante, 0.25 mL de tampon fosfato
potésico 100 mM (pH 7) y 1 mL de KI 1 M. Después de una hora de incubacién en
oscuridad, la absorbancia se midi6 a 390 nm. La cantidad de H.O, se calculd
utilizando una curva patrén de H-O; y se expresé como umol H,O, kg* PF.

3.3.3. Contenido fendlico total

El contenido fendlico total se determind utilizando el procedimiento Folin-
Ciocalteu, descrito previamente por Singleton & Rossi, (1965). Se homogeneizé 0,3
g de material vegetal en 6 mL de acetona al 80 %. Se agit6 durante 2,30 h a 4 °C.
Tras el periodo de agitacion se centrifugd 15 min a 4000 x g a 4 °C. El sobrenadante
se diluyd con acetona (1:4; v/v) y se mezcl6 con el reactivo de Folin-Ciocalteu
(mezcla de acido fosfotingstico y acido fosfomolibdico) diluido 1:5 (v/v). Se incubd
en agitacion a temperatura ambiente y oscuridad durante 5 min adicionandose 250
puL de Na,COs al 20 % (p/v). Trascurridos 30 min en oscuridad y a temperatura
ambiente, la mezcla se centrifugd 5 min a 5000 rpm y se midi6 su absorbancia a 760
nm. El contenido de fenoles totales se cuantificO mediante una curva patrén de acido
galico y se expres6 en pmol kg PF.

3.3.4. TEAC

El ensayo de la capacidad antioxidante de Trolox (TEAC) es un método
espectrofotométrico que se basa en la inhibicion por parte de los antioxidantes de la
absorbancia del catidn radical ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazol-6-sulf6nico).
Se realizd segun el protocolo de Re et al. (1999) con algunas modificaciones. Se
maceraron 0,3 g de material vegetal en 6 mL de acetona al 80 % agitandose durante
2.5 h a4 °C. El sobrenadante obtenido de centrifugar durante 15 min a 5000 rpm se
diluy6 2/3 con el reactivo ABTS 7 mM y tampon acetato potasico 20 mM pH 4.5.
Tras 1 h de incubacion se midio la absorbancia a 734 nm. El porcentaje de inhibicion
de la formacién del cation radical ABTS por la muestra antioxidante se calcula
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mediante una curva patron del antioxidante sintético Trolox. Los resultados fueron
expresados como pmol equivalentes Trolox kg™ PF.

3.3.5. FRAP

La capacidad antioxidante se analiz6 también por el método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) descrito por Benzie y Strain (1996). EI método se basa
en la capacidad del extracto para reducir el Fe del radical Fe* - 2,4,6,-tris(2-piridil)-
s-triacina (TPTZ) a Fe?".

El material vegetal (0.3 g) se macer6 en 6 mL de acetona al 80 %. La mezcla
se agitd a 4 °C durante 2.5 h. El homogeneizado se centrifugd durante 15 min a 5000
rpm a 4 °C. Al sobrenadante diluido al 50 % se le adicion6 900 uL del Reactivo de
FRAP (tampodn acetato sédico 0.3 M pH 3.6 con TPTZ 10 Mm y FeCl320 mM). Tras
una incubacion en agitacion a 37 °C durante 30 min se midio la absorbancia a 595
nm. La capacidad antioxidante total medida por este método se cuantifico mediante
una curva patrén con SO4Fe-7H,0 y se expreso en umol kg™ PF.

3.3.6. Ascorbato total

El contenido de acido ascorbico se cuantifico mediante el método descrito
por Alos et al. (2013) con modificaciones. El material vegetal se homogeneiz6 con
acido metafosforico al 5 % (p/v) (1:2, p/v). El homogeneizado se centrifugé 4 °C y
13.500 xg durante 15 minutos y el sobrenadante se filtré con un filtro de nylon de
0.22 pum. Se afiadi6 ditiotreitol (DTT) al sobrenadante a una concentracion final de
5 mM y se incubd durante 1 h en la oscuridad para la determinacion total del acido
ascorbico.

El contenido total de &cido ascorbico se analizé6 por HPLC utilizando un
sistema Hewlett-Packard equipado con una columna C18 de 4.6 x 150 mm. El
ascorbato se eluyd a un flujo de 0.9 mL min* usando un gradiente de elucién con
acético al 0.1 % pH 3 (A) y metanol (B). El gradiente fue de (tiempo (min);
porcentaje de A): (0; 90 %), (7.5; 90 %), (8; 15 %) and (10; 15 %). Posteriormente
la columna fue regenerada con las condiciones iniciales durante 3 min. La deteccion
se realiz6 con un diodo de array a 254 nm. Para la cuantificacidn se realizd una curva
de calibracion con ascorbato sddico y los resultados se expresaron como pmol de

acido ascorbico kg ~! PF.
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3.3.7. Contenido en acido abscisico

El contenido en &cido abscisico (ABA) se midio segun Palma et al. (2015).
El material vegetal se homogeneiz6 en proporcion 1:8 (p/v) con metanol frio al 100
% e hidroxitolueno butilado al 2 % (p/v). EI homogeneizado se agit6 durante 2 horas
a 4 °C y se centrifugé a 3000 x g durante 10 minutos a la misma temperatura.
Después de la centrifugacion, el precipitado se volvid a extraer con 1 mL de metanol,
y la extraccion se repitio nuevamente. Luego, los sobrenadantes se combinaron y
secaron completamente bajo una corriente de nitrégeno, y se disolvieron en 2 mL de
agua. El pH de la fase acuosa se ajusté a 1.5-2.5 con HCI 1 N. EI ABA se extrajo
dos veces en 1.5 mL de acetato de etilo. La fase organica se seco bajo una corriente
de nitrégeno, se resuspendid en metanol y se filtrd a través de un filtro de nylon (0.22

um).

Mediante el sistema UPLC Acquity las muestras se inyectaron en una
columna (Acquity UPLC HSS T3 1.8 um, 2.1 mm % 100 mm) y la columna se eluy6
a un caudal constante de 0.6 mL min™ y la elucién en gradiente fue con agua y acido
formico al 0.01 % (solvente A) y acetonitrilo que contenia 0,01% de acido férmico
(disolvente B). El perfil de gradiente se aplico de la siguiente manera (t (min); A %):
(0; 95 %), (6; 0 %), (6.10; 95 %), (8; 95 %). Se detectd usando un espectrémetro de
masas de triple cuadrupolo Xevo TQ-S (UPCL / ESI-MS / MS, Waters) en el modo
de ionizacion electrospray negativa (ESI). El voltaje de pulverizacion ionica se
ajustd a —2 kV y la temperatura a 150 °C. El ABA se detecté en el modo de
monitorizacion de reaccion multiple del espectrdmetro de masas en tAndem con las
siguientes transiciones m/z 263.04 — 153.08 y 263.04 — 219.12. Los resultados se

expresaron como ug kg ~* PF.
3.3.8. Determinacion de aminoacidos

Los aminoacidos se extrajeron con etanol / cloroformo / HCI 0.1 N (12/5/1,
v/viv) en una proporcion de 1:7 (p/v). La norvalina se utiliz6 como patron interno.
El extracto se centrifugd durante 10 minutos a 4 °C y 3500 x g, y el sobrenadante se
separ6 en cloroformo y fases acuosas mediante la adicién de HCI 0.1N y CHCls. La
fase acuosa se paso a través de un filtro de nylon de 0,22 um y posteriormente se
realizd una derivatizacion pre-columna con OPA (o-phthalaldehyde) y FMOC
(FMOC). Finalmente, los aminoéacidos se analizaron por HPLC utilizando un sistema
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Hewlett-Packard equipado con una columna Zorbax Eclipse-AAA 4.6 mm x 150
mm. Los aminoécidos se eluyeron a un flujo de 1,5 mL min* usando un gradiente
de elucién con tampon fosfato de sodio 40 mM pH 7.8 (A) y una mezcla de
acetonitrilo / metanol / agua (45/45/10, v/viv) (B). El gradiente fue de (tiempo (min);
A 9%): (0; 100 %), (2; 100 %), (20; 40 %), (21; 0 %) y (25; 0 %). Posteriormente la
columna fue regenerada con las condiciones iniciales durante 2 min. La deteccion se
realizé utilizando un detector de fluorescencia usando longitudes de onda de
excitacion y emision de 340 y 450 nm (0-15 min) y 266 y 305 nm (15-25 min)
respectivamente. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracion para cada

aminoacido y los resultados se expresaron como umol kg ~* PF.
3.3.9. Poliaminas

Se usaron 0.5 g de material vegetal para el andlisis de poliaminas. Se
homogeneiz6 con 1.5 ml de &cido perclérico frio al 5 % y 1,7-diaminoheptano (60
nmol mL™) como patrén interno, durante 24 h a 4 °C. El homogeneizado se
centrifugd (3000 x g, 5 min a 4 °C) y se utiliz6 0.2 mL del sobrenadante para
determinar las poliaminas libres. Las muestras se mezclaron con 0.4 mL de cloruro
de dansilo (10 mg/mL) y 0.2 mL de carbonato de sodio saturado. La mezcla se incubé
en la oscuridad durante 12 h a temperatura ambiente. El exceso de reactivo de dansilo
se elimin6 con 0.1 mL de prolina (100 mg/mL) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se extrajeron dansilpoliaminas en 0.4 mL de tolueno. La fase orgénica se
evaporé bajo una corriente de aire, y se disolvié en 0.1 mL de acetonitrilo.

Las poliaminas se analizaron por HPLC utilizando un sistema Hewlett-
Packard equipado con una columna C18 de 4.6 x 250 mm. El flujo de disolvente fue
de 1.5 mL minty el gradiente de elucion se preparé con eluyente A (agua) y eluyente
B (acetonitrilo). El perfil de gradiente se aplicé como sigue (t (min); A %): (0; 30
%), (4.5; 30 %), (9; 0 %), (14; 0 %), (15; 30 %). El paso final se mantuvo durante 2
minutos antes de regenerar la columna. La deteccion se realiz con un fluorémetro
utilizando longitudes de onda de excitacién y emision de 415 y 510 nm,
respectivamente, segun Flores y Galston (1982).

Se us6 un procedimiento de calibracién usando 1,7-diaminoheptano (60
nmol mL 1) como patrén interno. Los resultados se expresaron como pumol kg !
PF.
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3.3.10. Pigmentos

La determinacion de pigmentos se realiz6 segin Wellburn (1994). Para la
extraccion se homogeneizo el tejido en una proporciéon 1:5 (p/v) con la mezcla
etanol:cloroformo:agua (12:5:1; v/viv) y se centrifugd en frio a 3,500 x g durante 10
min. Al sobrenadante se la afiadié 1 volumen de mezcla cloroformo:agua (1:0.25;
v/V) se agitd y se dejd separar las fases durante 24 h a 4 °C. Se midi6 la absorbancia
de la fase orgénica a 480, 648 y 666 nm y se emplearon las siguientes férmulas para
el calculo de las concentraciones: Clorofilaa (g mL™) = 1091Aess-1.2Ae4s; Clorofila
b (Mg mL™) = 16.38As4s- 4.57Asss; Carotenos + xantofilas (ug mL™) = (1000%s0-
1.42Cla-46.09ClIb) /202.

3.3.11. Determinacion por fluorescencia de NO

La determinacion del NO se realizé segun Nakatsubo et al. (1998)EI
exocarpo del fruto se homogeneizé en una proporcion 1:3 (p/v) con Tris-HCI
50 mM pH 7.8, EDTA 0.1 mM, tritdén 0.2 % y glicerol 10 %, y se centrifugo
a 5,000 x g durante 30 min en frio. El sobrenadante se diluy6 1:4 (v/v) con
tampén HEPES 50 mM pH 7.5 y se incubd con 4,5-diaminofluoresceina
diacetato (DAF-2 DA) 20 uM durante 2 h a 37 °C. La fluorescencia se analizé
en un fluorimetro (excitacion 495 y emisién 515).

3.4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS
3.4.1. Superoxido dismutasa

La actividad superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) cataliza la
dismutacion de superoxido a oxigeno y peroxido de hidrégeno. La extraccion y
posterior cuantificacion de esta enzima se realiz6 mediante la técnica de inhibicion
de la reduccidn fotoquimica de azul de nitrotetrazolio (NBT) descrita por Beyer y
Fridovich (1987).

El material vegetal (0.2 g) se homogeneizé con 1.6 mL de tampon fosfato
potasico 50 mM pH 7.8 que contenia EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) 0.1
mM y mercaptoetanol 10 mM. Ademas, se afiadié PPVP insoluble en una cantidad
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equivalente al 40 % del peso fresco de la muestra. EI homogeneizado se centrifugd
a 15000 x g a 4 °C durante 15 min.

El sobrenadante se utiliz6 para determinar la actividad enzimatica mediante
la siguiente mezcla de reaccion: tampon fosfato sédico 50 mM pH 7.8 (EDTA 0.1
mM) riboflavina 2 uM, NBT 75 uM y metionina 13 mM. La reaccion se inicid al

afadir 50 pL de extracto para completar un volumen final de 2 mL.

La actividad se determin6 midiendo, en intervalos de 10 min, la absorbancia
de la mezcla de reaccion después de haber sido expuesta a la luz. Los blancos
permanecieron en oscuridad y los controles carecian de extracto vegetal. La
actividad SOD se expresd como unidades min™ kg* PF.

3.4.2. Catalasa

La actividad catalasa (EC 1.11.1.6) (CAT) cataliza la destruccion del
peréxido de hidrogeno formando agua y oxigeno. La extraccion y posterior
cuantificacion de esta enzima se determin6 segun el método de Arbona et al. (2008)
basado en la disminucion de la absorbancia, debida a la desaparicion del H,O,, que
se mide a 240 nm y 30 °C. Se homogeneiz6 0,3 g de material vegetal con 1 mL de
tampdn fosfato potéasico 1 mM, que contenia EDTA 0.1 My tritéon X-100 al 0.1 %.
Se afiadié a la mezcla 0,02 g de PVPP (polivinil polipirrolidona). EI homogeneizado
a 15000 x g durante 20 min a 4 °C. Se realiz6 una mezcla de reaccién compuesta por:
50 mM Tampdn fosfato potésico pH 7, Triton X-100 0.1 % (v/v) y 10.6 mM H-0,.
A esta mezcla se le adicion6 50 pL del extracto. La actividad CAT se expresé como
umol Ho0, kg ~* PF.

3.4.3. Ascorbato peroxidasa (APX)

La enzima ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.1) elimina el peréxido de
hidrdgeno transformando el ascorbato en monodehidroascorbato. La actividad se
cuantifico siguiendo el protocolo descrito por Hossain y Asada (1984) con algunas
modificaciones descritas en Carvajal et al. (2015).

El material vegetal se homogeneiz6 en tampon Tris-HCI 0.05 M pH 7.8 (1:3,
p/v) adicionado con EDTA 0.1 Mm y S-mercaptoetanol 10 mM, y PVPP al 10 %
(p/v). Se afiadio6 L-ascorbato sédico 5 mM. Los homogeneizados se centrifugaron 15
min a 4 °C y 15,000 x g y se emplearon los sobrenadantes como extractos
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enzimaticos. La disminucion de absorbancia se midié a 290 nm durante 1 min. La
actividad se calcul6 usando para el ascorbato un coeficiente de extincion molar de
2,8 mM* cm?y se expresd en pmol min-' kg™t PF.

3.4.4. Glutation reductasa (GR)

La enzima glutation reductasa (GR, EC 1.8.5.1) regenera el glutation
reducido a partir de su forma oxidada, utilizando NADPH como poder reductor. Su
actividad se determiné midiendo la disminucion de la absorbancia a 340 nm debido
a la oxidacion de NADPH segun lo descrito por Edwards et al. (1990) . La mezcla
de reaccion estaba formada por tamp6n HEPES-NaOH 0,01 M pH 7.8, EDTA 1 mM,
MgCl; 3 mM, glutation oxidado 0.25 mM, NADPH 0.2 mM y 0.1 mL del extracto
enzimatico completando hasta 1 mL. La extraccién se realiz6 con 0.3 g de material
vegetal y 1 mL de tampdn fosfato potasico 1 mM, que contenia EDTA 0.1 My tritdn
X-100 al 0.1 %. Se afiadi6 a la mezcla 0.02 g de PVPP. ElI homogeneizado se
centrifug6 a 15000 x g durante 20 min a 4 °C obteniéndose el extracto enzimatico.
La actividad se expres6 como umol NADH min~ kg -! PF.

3.4.5. Actividad abscisico aldehido oxidasa (AAQ)

Se homogeneizd el material vegetal (1: 1.5; p/v) con tamp6n Tris-HCI 250
mM (pH 8.3) que contenia EDTA 10 mM, molibdato de sodio 5 mM, ditiotreitol 2
mM, glutation reducido 10 mM vy flavin-adenin dinucledtido 10 uM. El
homogeneizado se centrifugd a 18.000 x g durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante
se precipitd con sulfato de amonio a una saturacion del 60 %. Después de la
incubacion a 4 °C durante 30 min con agitacion continua, las proteinas precipitadas
se eliminaron por centrifugacion a 4 °C y 15,000 x g durante 15 min. El pellet se
disolvid en 2.5 mL de tampdn de fosfato potasico 100 mM (pH 7.5) y se elimind la
sal en columnas Sephadex G-25 (GE Healthcare) equilibrando con el mismo tampon.
La fraccion de proteina se filtré y se concentro con filtros centrifugos Amicon Ultra
(Millipore®).

La actividad AAO se analizé en una mezcla de reaccion compuesta por
indol-3-carboxaldehido 0.4 mM, tampén fosfato potasico 100 mM (pH 7.5) y
extracto proteico. La reaccion se llevo a cabo a 30 °C durante 120 min y se detuvo
mediante la adicién de HCI 1 M, NaHSO, 2 M y metanol. Los blancos consistieron
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en la misma mezcla de reaccion, pero afiadiendo HCI 1 M antes de la incubacion. La
mezcla se centrifugd y se uso el sobrenadante para determinar la produccion de &cido
indol-3-carboxilico. Este acido se analizd por HPLC usando un sistema Hewlett-
Packard equipado con una columna C18 de 4.6 mm x 250 mm. El flujo de disolvente
fue de 1 mL min?y el gradiente de elucién se preparé con eluyente A (&cido formico
al 0.3 % en agua Milli-Q) y eluyente B (acetonitrilo). El perfil de gradiente se aplico
de la siguiente manera (t (min); A %): (0; 85 %), (5; 50 %), (8; 50 %), (10; 0 %),
(14; 0 %), (16; 85 %). El paso final se mantuvo durante 4 minutos antes de regenerar
la columna. La deteccion se realizé con un diodo de array a 280 nm y la cantidad se
determind cuantificando el &rea del pico con una curva de calibracion. La actividad
AAO se expreso como ug de acido st kg~ ! de proteina. La concentracion de proteina
se determiné por el método de Lowry et al. (1951).

3.4.6. Fenilalanina amonio-liasa

La actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL, EC 4.3.1.5) se realiz6 segun el
protocolo descrito por Civello et al. (1997) con algunas modificaciones. Se
homogeneizé el material vegetal en una proporcion 1:2 (p/v) en tampdn fosfato
sodico 0,1 M pH 8.8 suplementado con EDTA 2 mM, 2 mercaptoetanol 10 mM,
triton X-100 al 0.1 % (v/v) y PVPP al 5 % (p/v). Los extractos se agitaron durante 1
h. La mezcla de reaccion con 1 mL de volumen final formada por tampon Tris-HCL
0.05 M pH 8.8, fenilalanina 10 mM y 0.1 mL del extracto enzimético. Después de 1
h a 37 °C, se detuvo la reaccion afiadiendo TCA hasta llegar a una concentracion
final del 20 %. Se incubd durante 10 min en hielo y la mezcla de reaccion se
centrifug6 a 13.000 x g durante 15 min. Posteriormente se midi6 la absorbancia a
290 mm. La actividad de cuantificé mediante una curva patrén de &cido cinamico y
se expresé como umol &cido cindmico kg™ h™ PF.

3.5. DETECCION DE PROTEINAS
3.5.1. Proteinas S-nitrosiladas. Método Biotin-switch

Se utiliz6 el método biotin switch (Jaffrey etal., 2001) con algunas
modificaciones para detectar proteinas s-nitrosiladas en calabacin, método que
convierte los grupos -S-NO en grupos biotinilados, que son posteriormente medidos
con anticuerpos anti-biotina.
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El exocarpo de calabacin se homogeneiz6 con tampon HEN (HEPES 25 mM, EDTA
1 mM, neocuproina 0.1 mM, Triton X-100 al 0.2 %; pH 7.7) en proporcion 1: 3 (p/v).
El homogeneizado se centrifugd durante 30 minutos a 4 °C. Después se uso el ensayo
de Bradford para determinar la concentracion de proteina en el sobrenadante. Se us6
la misma cantidad de proteina para cada tiempo y condicién. Los sobrenadantes se
incubaron con SDS al 2.5 % y S-metilmetanosulfonato 20 mM a 50 °C durante 30
minutos con frecuente agitacion. Las proteinas se precipitaron con dos volumenes
de acetona fria y se disolvieron en 0.1 mL de tampén RB (HEPES 25 mM, EDTA 1
mM y SDS al 1 %, pH 7.7), biotina-HPDP 1 mM y &cido ascérbico 1 mM. Tras 1 h
de incubacidn, se afiadié el tampon de muestra SDS-PAGE.

3.5.2. Deteccion péptido HA

Para la deteccion del péptido HA, hojas de calabacin infectadas con el
vector virico se homogeneizaron en una relacion minima 1/0.5 (p/v) con
tampon Tris-HCI 25 mM pH 7.5, MgCI2 5 mM y EDTA 0.5 mM.
Posteriormente la suspension se centrifugd a 13.200 rpm a 4°C durante 15
min. En el sobrenadante se determiné la concentracidn de proteinas mediante
la técnica de Bradford. Las muestras se solubilizaron en tampon de carga
(Tris-HCI 125 mM pH 6.8, glicerol 0.1%, SDS 0.5%, azul de bromofenol
0.05% y DTT 100 mM) y posteriormente se calentaron a 100°C durante 4
min.

3.5.3. Transferencia e inmunodeteccién

Tras la electroforesis de las muestras en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels Bio-Rad) se transfirieron
a membrana de PVDF (difluoruro de polivinilo) para inmunotransferencia, usando
un sistema de transferencia semiseca (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). La
membrana se tifid con rojo Ponceau para verificar la equivalencia en la carga de
proteinas. Las proteinas S-nitrosiladas se detectaron con un anticuerpo primario anti-
biotina (1:10,000; Sigma), y un anticuerpo primario anti-HA (1:10,000; Sigma) para
la deteccidn del péptido HA. Para la deteccion de la reaccién antigeno anticuerpo se
empled el método de quimioluminiscencia, mediante oxidacion de luminol por el
complejo peroxidasa de rabano-anti-1gG, Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad).
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Para el visualizado de inmunocomplejos se utilizd el sistema de deteccion
ChemiDoc™ (Bio-Rad).

3.6. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.6.1. Extraccion de ARN

La extraccion del ARN total se realizé mediante el uso del reactivo TRIzol
Reagent (Bioline) (fenol-sales de guanidina).

Para la extraccion de ARN se homogeneiz6 entre 50 a 300 mg de tejido. Se
afiadié 1 mL de TRIzol y se dejo reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Se
adicionaron 200 pL de cloroformo y se mantuvo en agitacion durante 15 min
centrifugando a 4 °C y 12000 x g durante otros 15 min. A la fase acuosa se le afiadié
0.5 mL de isopropanol, dejandose reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Por
Gltimo, se centrifugd a temperatura ambiente a 12000 x g durante 8 min. EI ARN
precipitado se lavo con 1 mL de etanol frio 75 % y la mezcla se centrifugd a 7500 x
g durante 5 min. Tras eliminar el etanol, el ARN se secd y se resuspendi6 en agua
tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC). EI ARN total extraido fue tratado con
ADNasa para eliminar los restos de DNA de las muestras.

La integridad del ARN fue comprobada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 % en tampon TAE (tampon tris-acético-EDTA) tefiidos con
GoldView™ (Viswagen Biotech Pvt. Ltd.). La cuantificacion se realiz6 en un
NanoDrop Lite (Thermo Scientific).

3.6.2. Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNCc se llevo a cabo a partir de entre 500-1000 ng de ARN
utilizando el kit para sintesis de ADNc SensiFAST™ (Bioline), siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante.

El ADNCc obtenido fue amplificado por PCR y analizado en geles de agarosa
al 1 % en tampon TAE tefiidos con GoldView ™.

3.6.3. RT-PCR

Las reacciones RT-PCR se realizaron con el kit SYBR® Premix Ex Taq™
Il (Takara) en un termociclador iQ5 Real time PCR (Bio-Rad). Los cebadores

64



Material y métodos

empleados en esta tesis se especifican en las tablas 3. 2-3-4 desglosados dependiendo
del capitulo de resultados en el que se han utilizado.

Tabla. 3.2. Cebadores utilizados en el capitulo Resultados I1. Tratamiento postcosecha de

mejora con ABA

Forward primer

Reverse primer

Gen Nombre (5'— 3 57 3
ABSCISIC ACID- CAGCAATGATGGGG = GTCTACGCTCGAC
AI5L2/ABF3 INSENSITIVE 5-like ~ CTTTA AGTTTTCTC
protein 2
ATHB7 Homeobox-leucine CAAAAGTTAGGCGA | CTTGATGTCCTCCT
zipper protein ATHB-7 GCTTGTT CCATTCTC
Transcription factor TGCGGAAAGAGAAG = ACTGACTTGATCG
bHLH112 bHLH112 CTAGGG TGGAGGAAC
HDAG Histone deacetylase 6  CGCTTCACTTCCGTC = GGCCGGTTGATCT
AGGTC CCATCC
3-ketoacyl-CoA thiolase = TGGAGAAGGCAATC  GCGAGCAGATCAT
KAT2 2 AACAGG CAGGATAAG
NAC domain-containing | CCACCACTTCTCCCT | TGCCAACTCTTTTT
NACO072/RD26 orotein 72 9 1Cann COTTCG
Abscisic acid receptor ~ ACCTCACCACTCACC = ATGTGAATCCTTC
PYL1 PYL1 ACCTC GCTCACC
Abscisic acid receptor ~ AACCAGACCTGCTC | GAGGATGTGGTGT
PYL4 PYL4 CGCC TCGTCGTC
EE-1 Elongation factor-1a GCTTGGGTGCTCGAC | TCCACAGAGCAAT
« AAACT GTCAATGG

Tabla 3.3. Cebadores utilizados en

el capitulo Resultados IlII.

silenciamiento génico en Cucurbita pepo mediante el uso de ZYMV

Sobreexpresion 'y

Gen/Construcci  Amplificacion/ca Forward primer Reverse primer
on racteristicas (;5'— 3 5'— 39
. RT-PCR GAAACAGGTGGTCAGCGA CAATATGAACTCCACC
MYB106-like
(170 ph) TAG CTCACC
ZYMV-AGII Amplificacién zona | TGTCTCAGCTATGTATGG | TTCGCCTCTTGGTTCA
(BestF-R) multiclonaje AGCT ACCA
EF ] Elongation factor- | GCTTGGGTGCTCGACAAA TCCACAGAGCAATGTC
-la
1a (97 pb) cT AATGG
MYB106-like- Clonaje enzimas de
., o atctgcagagtGGAACCTCTCCT CATTCTCGGCGGCGAG
sobreexpresion restriccion
CGCCG TTCgtcgacat
Pstl-Sall
MYB106-AS Clonaje Antisentido  atgtcgacAAAGAACGGATAA| CCAAGCTGCAACCAAT
Sall-Pstl CGAGATC TCCActgcagat
Clonaje atctgeagagtGGAACCTCTCCT CATTCTCGGCCECCAGTT
MYB106-HA ) CGgCg g CTACCCATACGATGTTCC
Pstl-Sall AGATTACGCTgtcgacat
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Tabla 3.4. Cebadores utilizados en el capitulo Resultados V. Regeneracion y transformacion

de Cucurbita pepo

Gen/Construc Amplificacién

Forward primer

Reverse primer

cién 5'— 39 5'—3)
S Comprobacion CCGTCCCAAGCAGTTACA TTCGGAATCTCCACGTT
plasmido (588 pb) AT ACC
Comprobacion
GUS2 transformacion | GAATACGGCGTGGATACG GATCAAAGACGCGGTGAT
p|anta TTAG ACA
(100 ph)

3.6.4. Extraccion de ADN gendmico

Para la extraccién de ADN gendmico se siguié el protocolo establecido por
Dellaporta et al. (1983). EI material vegetal previamente congelado con nitrégeno
liquido fue homogeneizado con 700 pL del tampdn de extraccion Dellaporta (Tabla
3.5) y a la mezcla se le afiadié 100 puL dodecil sulfato sodico (SDS) (10 %). Tras una
incubacion de 10 minutos a 65 °C, se le afiadié 250 pL de acetato potésico y se
mezclo vigorosamente. Se incub6 en hielo durante 30 min y se centrifugd a 13000 x
g durante 10 min. El sobrenadante se mezcl6 con 500 pL de isopropanol y se incub6

12 horas a -20 °C. Se centrifug6 a 13000 rpm durante 10 min y una vez descartado
el sobrenadante, se lavé con etanol a 70 %. Por ultimo, se elimind el etanol
centrifugando a 13000 rpm por 5 min y se resuspendié el ADN en agua incubandola

a 65 °C 10 min.

Tabla 3.5. Composicion tampon Dellaporta

Tampon Dellaporta

Tris pH 8 100 mM
EDTA pH 8 50 mM
NaCl 500 mM
B-Mercaptoetanol 10 mM
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La integridad del ADN fue comprobada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en tampén TAE tefiidos con GoldView™ (Viswagen Biotech Put.
Ltd.). La cuantificacion se realiz6 mediante NanoDrop Lite (Thermo Scientific).

3.6.5. Extraccion de DNA plasmidico

ElI ADN plasmidico se aisl6 mediante el método del bromuro de cetil-trimetil
amonio (CTAB). El precipitado de bacterias se resuspendié completamente con 250
pL de tampon Stett (Tabla 3.6). A la suspension se le afiadié 4 uL de lisozima, y se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Seguidamente se calentd a 100 °C
durante 45 s y se centrifug6 a 13000 x g durante 10 min. Se descarté el precipitado
y al sobrenadante se le afiadié 20 uL/mL (volumen del cultivo original) de ARNasa,
y se incub6 durante 15 min a 37 °C. Se le afadio 8 uL de CTAB al 5 % a 37 °C
mezclandose por inversién y centrifugdndose durante 5 min. El precipitado se
disolvié en 0,2 volumenes de NaCl 1,2 M y 0,5 volimenes de etanol frio 96%. Se
recupero el precipitado por centrifugacion, 13000 x g durante 10 min, y se lav6 con

etanol frio 70 %. El precipitado tras secarse se disolvid en 20 pL H>0O.

Tabla 3.6. Composicion tampon Stett

Tampon Stett

Tris-HCI pH 8 100 mM
EDTApH 8 50 mM
Triton X-100 0.1%
Sacarosa 8 %

El otro método utilizado para la extraccion de plasmido o minipreparaciones
fue utilizando kits comerciales de las casas Thermo Fisher y Canvax.

La integridad del ADN fue comprobada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en tampén TAE tefiidos con GoldView™ (Viswagen Biotech Pvt.
Ltd.). La cuantificacidn se realiz6 en un NanoDrop Lite (Thermo Scientific).
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3.6.6. Analisis de restriccion de ADN

Se utilizaron las endonucleasas de restriccion suministradas por Thermo
Fisher. En todos los casos se siguieron las instrucciones del fabricante, utilizandose
de forma general incubaciones de entre 30 min a 3 h a 37 °C tras lo cual se
inactivaban las enzimas. La eficiencia de las restricciones se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa.

3.6.7. Ligacion

Se calcularon las proporciones adecuadas con la ayuda del software
NEBiocalculator (v1.10.1) de New England Biolabs. Se mezclaron el vector y
fragmento siguiendo el protocolo establecido por el kit T4 DNA ligase (Canvax
Biotech). Los productos de la ligacion se utilizaron para transformar bacterias
competentes.

Los plasmidos comerciales utilizados para este fin fueron pPSPARK y pMBL
(Canvax Biotech).

3.6.8. Amplificacion del ADN por PCR

Se realiz6 siguiendo las especificaciones de los fabricantes, dependiendo de
la finalidad de la amplificacidn se usaron: Horse-Power Taq DNA polymerase (para
fragmentos no destinados a secuenciacion) y FastPANGEA HigH Fidelity DNA
Polymerase (para secuenciacion), ambas enzimas de Canvax Bioline.

La amplificacion fue comprobada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en tampén TAE tefiidos con GoldView™ (Viswagen Biotech Pvt.
Ltd.).

3.6.9. Secuenciaciéon del ADN

La secuenciacién del ADN se realiz6 en los servicios de secuenciacion del
centro de instrumentacion cientifica de la Universidad de Granada con el
secuenciador masivo MiSeg-Illumina.
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3.7. MANIPULACION DE E. COLI
3.7.1. Preparacion de E. coli competentes

Las células de Escherichia coli competentes se prepararon segin el
protocolo descrito por Hanahan (1983). Se incubaron a 37 °C durante toda la noche
en medio Luria-Bernati (LB) compuesto por triptona 1 %, extracto de levadura 0.5
%, y NaCl 0.5 % a pH 7. Tras su crecimiento se inocularon 4 mL del cultivo inicial
en 100 mL del medio LB liquido con MgSO. 10 mM. Se incub6 hasta que el cultivo
bacteriano alcanz6 una DOsoo de 0,6-0,7. Se transfirieron a un tubo de centrifuga y
se incubaron 15 min en hielo. Las células se recuperaron por centrifugacion a 4000
X g por 10 min a 4°C y se resuspendieron en 32 mL de tampén RF1 (Tabla 3.7),
manteniendo en hielo durante 15 min. Las células se centrifugaron de nuevo en las
mismas condiciones y se recuperaron en 4 mL de tampon RF2 (Tabla 3.7). Las
células se alicuotaron para su almacenaje a -80 °C o para su utilizacion inmediata.

Tabla 3.7. Soluciones RF1 y RF2

RF1
Acetato potasico 30 mM
RbCI 100 mM
MnCl, 50 mM
CaCl; 10 mM
Glicerol 12 %
RF2
MOPS 10 mM
RbCI 10 mM
CaCl; 75 mM
Glicerol 12 %

3.7.2. Transformacion de E. coli

Se afiadieron de 0.1 a 1 pg de DNA plasmidico o 5 pL de producto de
ligacion a una alicuota de 100 uL. de bacterias competentes y se incubo6 en hielo
durante 1 h. Seguidamente se aplicé un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos
y se volvié a incubar en hielo. Transcurridos 5 minutos le afiadié 1 mL de medio
LBy se incub6 a 37 °C durante 1-2 h. Se sembraron entre 100-200 uL en placas Petri
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con medio LB solido suplementado con los antibiéticos adecuados. Las placas se
incubaron 24 h a 37 °C y se seleccionaron las colonias.

3.8. MANIPULACION DE A. TUMEFACIENS
3.8.1. Preparacion de celulas electrocompetentes

Las cepas de A. tumefaciens se cultivaron durante 24 horas en medio LB con
los antibidticos adecuados. Se tomaron 5 mL del cultivo inicial y se crecieron a 28
°C en 250 mL de medio LB sin antibiéticos. Cuando el cultivo alcanzé una DOgoo de
0.5, se centrifugd el cultivo a 2900 x g a 4 °C durante 20 min. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en 250 mL de tampén HEPES 1 mM pH 7.
Se centrifugd nuevamente a 2000 x g 20 minutos a 4 °C, se elimino el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en 100 mL de tampon HEPES 1mM pH 7. Se centrifugaron
las bacterias dos veces mas resupendiendo el pellet en 50 mL de HEPES 1 mM pH
7, afadiendo en la dltima centrifugacion un 10 % de glicerol. Tras la Gltima
centrifugacion el pellet se resuspendié en 1 mL HEPES 1 Mm pH 7 y 10 % de
glicerol. Las bacterias se alicuotaron para su almacenaje a -80 °C o para su
utilizacion inmediata.

3.8.2. Transformacion por electroporacion

Para la electroporaciéon de A. tumefaciens se utilizd entre 25-50 ng de
plasmido. La mezcla de las bacterias electrocompetentes y el plasmido se
depositaron en una cubeta de electroporacion preenfriada, evitando de esta forma
posibles choques térmicos. Tras realizar la electroporacion en un electroporador
BioRad Micopulser, se afiadié 500 pL. de medio SOC (Tabla 3.8) incubandose las
bacterias transformadas durante 3 h en agitacion a 28 °C. Se sembraron entre 100-
200 pL de bacterias en placas Petri con medio LB so6lido suplementado con los

antibidticos adecuados. Las placas se incubaron 24 h a 28 °C.
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Tabla 3.8. Medio de cultivo SOC

SOC

Glucosa 20 mM
Triptona 2%

Extracto de levadura 0.5%
NaCl 10 mM
MgSO, 10 mM
MgCl, 10 mM
KCI 2.5 mM

3.9. VECTORES VIRICOS E INFECCION
3.9.1. Construccidn de los vectores viricos

Para la construccion los vectores viricos ZA-GFP, ZA-Sobre, ZA-SobreHA,
ZA-Sileny ZF-Sobre, el gen MYB106 se amplificd y se insertd en el vector atenuado
ZYMV-AGII entre las regiones codificantes de la proteina de la capside y de la
replicasa Nlb, tal como se muestra en la Figura 3.1 dando lugar a las distintas
construcciones empleadas en la infeccidn de C. pepo. Esa regién NIb/CP incluye una
secuencia de 15 pb con sitios de restriccion. Para poder realizar la ligacién entre el
vector y las distintas secuencias a insertar, se afiadieron a los cebadores de
amplificacion las enzimas Pstl y Sall (Tabla 3.3.).

La construccion ZA-Sobre contiene el gen MYB106 completo para realizar
la sobreexpresion (Fig. 3.1D); mientras que la construccién ZA-SobreHA contiene
ademas un fragmento de 27 pb del gen de la hemaglutinina del virus de la influenza
humana que codifica para la Tag-HA, un péptido que se emplea en el etiquetado de
proteinas para facilitar su deteccion o purificacion (Fig. 3.1E). Por otro lado, la
construccion ZYMV-AGII-AS contiene un fragmento de 215 del gen en antisentido
(AS) (Figuras 3.1F).

El vector virico ZYMV-AGII fue desarrollado y cedido por el laboratorio

del Dr. Amit Gal-On (Volcani Center, Israel). El vector contaba con el promotor
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CaMV 35S y el terminador NOS del plasmido pGREEN, ademas de resistencia a

kanamicina.
A)
VPe Pl |HC-Pro| P3 CI Nla NIb CP aaaaa...
2
DTVMLQ /S | DTVMLQ/S
Gen de intereés
B) ZA
Best Forward
—_—
I 139 pb I 320 pb I
-
Best Reverse
I |
474 pb*
C) ZA-GFP
Best Forward
_—
. 139pb | GFP 800pb 320phb |
I 1
-—
Best Reverse
| ]
' 1259 pb !
D) ZA-Sobre
Best Forward
_
| 139pb | Myb76 645 pb 320 pb |
I 1
-
Best Reverse
| I
: 1104 pb !
E) ZA-SobreHA
Best Forward
_—
. 139pp | Myb76 645 pb HA 27 pb 320 pb |
I 1
-
Best Reverse
| |
' 1131 pb !
F) ZA-Silen
Best Forward
_—
| 139pb | AS 215 pb 320 pb |
I 1
-
Best Reverse
! ]
! 674 pb |

Figura 3.1. A.- Representacion esquemaética del lugar de insercion de los genes de
interés en el vector virico ZYMV-AGII. B-F.- Detalle de las diferentes
construcciones.
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3.9.2. Infeccion a través de biolistica

Para la infeccion y por consiguiente la transformacion transitoria, el método
empleado fue la biolistica, con pistola de ADN (shooting). Esto se realiz6 gracias a
la colaboracién con el Dr. Amit Gal-On (Volcani Center, Israel) y también a la
colaboracion con el Dr. Jests Navas (Instituto de Hortofruticultura Subtropical y
Mediterranea “La Mayora”, Malaga).

Para la inoculacion de los constructos mediante biolistica se siguié el
protocolo de Gal-On et al. (1995). A 35 pL de una solucidn de tungsteno (Bio-Rad)
con una concentracion 100 mg/mL se le afiadio 10 uL de cada virus (a una
concentracién de 50 ng/uL, suspendido en agua) y 50 uL de CaCl, 2.5 M. La mezcla
se agitd durante 1 minuto. Posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante 2
segundos, se elimind el sobrenadante, se resuspendié en 100 pL de etanol 100%
manteniéndose en hielo. Tras lo cual se realizaron dos disparos por cotiledon con 2
pL de la mezcla. Los cotiledones correspondian a plantulas a los 8-10 dias de la
germinacion.

3.9.3. Transformacioén con abrasivo

Para la propagacion del virus de los vectores inoculados previamente en C.
pepo, y tras comprobarse su infectividad y correcta presencia en la planta, se llevo a
cabo una infeccion con hojas infectadas anteriormente utilizando para ello un
abrasivo.

Para realizar la infeccion, se tomaron porciones de las hojas de plantas
infectadas con los distintos constructos, se maceraron y se impregnaron los
cotiledones/hojas de las plantas a infectar, que habian sido espolvoreados
previamente con el abrasivo carborundo (o carburo de silicio) (Carlo Erba Reagenti).

Con este tipo de técnica fueron infectadas plantas en estadio de cotiledén (8-
10 dias), y plantas adultas (27-30 dias).
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3.10. CULTIVO IN VITRO DE CUCURBITA PEPO
3.10.1. Preparacion semillas

Se emplearon semillas de C. pepo L. de las variedades Muc-16 (cultivar
espafiol tradicional) y Cavili (hibrido comercial). Se sumergieron durante 10 minutos
en agua y se eliminaron las testas con pinzas y bisturi (Fig. 3.2A). Las semillas
peladas se desinfectaron durante 15 minutos en hipoclorito de sodio al 1 % (p / v)
con dos gotas de Tween 20. Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril
5 veces. Las semillas esterilizadas se germinaron a 25 + 2 °C en la oscuridad durante
3 dias en medio Murashige y Skoog (MS) basal (Tabla 3. 9) (Fig. 3. 2B) (Murashige
y Skoog, 1962) con 2 mg/l de 6-bencilaminopurina (BAP) y 1 mg/L de &cido
abscisico (ABA), y Agar a 0.8 % (p/v) (Medio de siembra, Tabla 3. 10) en placas de
Petri. El pH se ajustd a 5.7 antes de la adicidn de agar y se esteriliz6 en autoclave.

Tabla 3. 9. Composicion del medio Murashige y skoog (MS)

Macronutrientes (g/L) Vitaminas (mg/L)
NH4NO3 1.65 Myo-Inositol 100
KNOs3 1.9 Tiamina HCI 0.1
MgSO.4.7H20 0.37 Acido nicotinico 0.5
CaCl..aq 0.33 Glicina 2
bR 0.17 Piridoxina HCI 0.5

Micronutrientes (mg/L)

Kl 0.83 Tabla 3. 10. Composicion del medio
HsBO; 6.2 de siembra para las semillas de C. pepo.
MnSQO.4.4H,0 293 Medio de siembra
ZnSO4.7H:0 8.6 MS X1
(N)a2M004.2H2 0.25 Sacarosa 30 g/l
CuS0..5H0 0.025 ABA 1 mg/l
CoCl2.6H>0 0.025 BAP 2 mg/l
Na; EDTA 37.3 Agar 0.8%
FeSO4.7H20 27.8 pH 5.7-5.8 (1 N NaOH)
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3.10.2. Preparacion de explantes de cotiledon para
regeneracion

Partiendo de las semillas germinadas los brotes y raices iniciales se
eliminaron conservando una parte de 2-1 mm del hipocétilo (Fig. 3. 2C)
(Ananthakrishnan et al., 2003). Los cotiledones se cortaron longitudinalmente y
posteriormente se dividieron por la mitad, dejando dos explantes proximales que
presentaban hipocétilo y dos distales carentes de esta parte (Fig. 3. 2D). Ambas
partes fueron utilizadas en los estudios de regeneracion.

\ ZP)
\ \- . \ w J ,zo

Figura 3. 2. Semillas de C. pepo cv. Cora tras la desinfeccion y eliminacion de la testa
(A). Imagen de las semillas tras 3 dias de desarrollo en oscuridad (B). Separacion de los
cotiledones donde previamente se ha eliminado la raiz iniciada y el eje meristematico,
permaneciendo un hipocétilo de 1-2 mm de longitud (C-D).

3.10.3. Regeneracion in vitro

Los explantes cotiledonarios se colocaron en medio MS (pH 5.7), 30 g/L de
sacarosa, agar al 0.8 % (p/v) y se complementaron con cuatro combinaciones
hormonales diferentes (Tabla 3.11): MSA (2 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3 ), MSB (1
mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3), MSC (0.1 mg/L BAP + 1 mg/L GA3) y MSD (0.1
mg/L BAP + 2 mg/L GA3). Estos medios se refrescaron cada 2 semanas de cultivo.
Los explantes se incubaron a 25 + 2 °C en 16 / 8 horas en fotoperiodo luz/oscuridad.

Se registré la evolucion en la regeneracion de los distintos tipos de explantes
y en los diferentes medios. El porcentaje de explantes sanos se expresé como
Greening rate, siendo este el porcentaje de explantes verdes y que crecian
normalmente con respecto al nimero total de explantes.
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Se cuantificé la eficiencia en la induccion de brotes, calculado como el
porcentaje de cotiledones que desarrollaban brotes con respecto al total, y eficiencia
en la induccion de raices, expresado como el porcentaje de cotiledones que
desarrollaban raices con respecto al total.

Tabla 3.11. Medios utilizados en la regeneracion de C. pepo.

Componentes MSA MSB MSC MSD
MS x1 x1 x1 x1
Vitaminas x1 x1 x1 x1
Sa@:_o)sa 30 30 30 30
IBAP (mg/L) 2 1 0,1 0,1
2GA; (mg/L) 0,1 0,1 1 2
Agar (%) 0,8 0,8 0,8 0,8

1BAP: 6-bencilaminopurina.

2GAs: Giberelina

3.11. TRANSFORMACION GENETICA DE C. PEPO
3.11.1. Cepa bacteriana y vector binario utilizados

Para el estudio de la transformacion en C. pepo se utilizaron cuatro cepas
diferentes de Agrobacterium tumefaciens, AGLO, AGL1 y GV3101. El plasmido
utilizado en este trabajo fue pGFPGUSPlus (Addgene plasmid # 64401,
http://n2t.net/addgene: 64401 ; RRID:Addgene_64401), que consta de 13701 pb y es
usado para estudios sobre expresion genética y mejora en la transformacion genética
de plantas (Binary vector pGFPGUSplus, complete sequence, 2007) (Figura 3.3).
Porta tres casetes de expresion para: proteina de fluorescencia verde (GFP), enzima
S-glucuronidasa e higromicina fosfotransferasa Il (Hptll). EI promotor constitutivo
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) controla cada gen en estas
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construcciones (Vickers et al., 2007). La seleccion de pldsmidos en bacterias se
realiz6 con kanamicina y para la transformacion de cotiledones, higromicina.

Las cepas de Agrobacterium utilizadas para la transformacion se cultivaron
en medio LB (pH 5.2) suplementado con 10 mM &cido 2-morfolino etano sulfénico
(MES), acetosiringona 20 uM, 50 mg/L de kanamicinay los antibioticos especificos
para cada cepa utilizada (Tabla 3.12). Se crecieron una temperatura 28 °C hasta que
se logré una densidad optica de 0.5 a 600 nm. Antes de la inoculacion de los
explantes, las cepas de Agrobacterium se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min, y
posteriormente, se resuspendieron y agitaron durante 2 horas en el medio de

inoculacidn (IN) (Tabla 3.13), aumentando la concentracion de acetosiringona a 200

UM y ajustandose el pH a 5.2 (Nanasato et al., 2013).

(68) Sbfi Hindlll (76)
M13 Forward (85 .. 102)
" _M13/pUC Forward (94 .. 116)

/ S -
(12,913) xbal‘ f ‘Bglil (845)
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(12,830 .. 12,851) EGFP-N

{12,571 .. 12,590) EXFP-R
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o
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Figura 3.3. Esquema plasmido pGFPGUSPIus creado mediante SnapGene.
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Tabla 3.12. Antibidticos selectivos para cada cepa de Agrobacterium

Agrogjftzrium Rifampicina Carbemicilina
AGLO ‘ 15 mg/L ]
AGL1 - 50 mg/L
GV3101 \ 15 mg/L i

Tabla 3.13. Medio IN utilizado para el cocultivo de Agrobacterium y C. pepo

MEDIO IN
MS x1
Sacarosa 30 g/L
ABA 1 mg/L
BAP 2 mg/L
1M MES 10 mL/L
Acetosiringona 200 uM

pH 5.2 (1 N NaOH)

3.11.2. Preparacion de la explantes de cotiledon

La preparacion de los cotiledones para la transformacion se realizo siguiendo
el mismo protocolo que se describe en el apartado 3.x.2 de regeneracion, con las
siguientes excepciones. Solo se utilizd la parte del cotiledon proximal con hipocétilo
(ZP) (Fig. 3.2D) y las semillas se dejaron 24 h en el medio de siembra (Tabla 3.10)
antes de ser cortadas para el protocolo de transformacion.

3.11.3. Transformacion de explantes cotiledonarios, cocultivo
con Agrobacterium y regeneracién en medio selectivo

Los explantes cotiledonarios se sumergieron en cada cultivo de
Agrobacterium y se sometieron a dos pulsos de vacio durante 5 minutos a - 0.080
MPa siguiendo el protocolo de Nanasato et al. (2013). Se elimin6 el exceso de
bacterias y los explantes inoculados se colocaron en una placa de Petri con papel de
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filtro estéril y 5 mL de medio de cocultivo (Ozawa, 2009). Después de tres dias en
cocultivo a 25 °C y oscuridad, los explantes se lavaron 5 veces con agua estéril y se
colocaron en medio MSC (Tabla 3.11) con higromicina 20 mg/L y 500 mg/L de
cefotaxima. Los explantes transformados se incubaron a 25 + 2 °C en 16/8 horas en
fotoperiodo luz/oscuridad. EI medio selectivo se refrescd cada dos semanas.

Se realizaron tres repeticiones independientes con un minimo en cada una
de ellas de 32 explantes por variedad y cepa bacteriana. Se recogieron datos
periddicamente del nimero de nuevos brotes, nimero de brotes por explante, raices
y plantas.

3.12. EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS

GENES MARCADORES
3.12.1. Ensayo histoquimico para la deteccion de la actividad

p-glucuronidasa (GUS)
Los ensayos de actividad de GUS in situ fueron realizados siguiendo la

metodologia descripta por Jefferson et al. (1987), con algunas modificaciones. El
sustrato utilizado fue el 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucuronido (X-Gluc) que al
ser hidrolizado por la enzima B-glucuronidasa, producto del gen gus, produce un
precipitado azulado. Las hojas o fragmentos de cotiledones objeto de estudio, se
sumergieron en el tampdn de reaccién GUS (fosfato de sodio (100 mM), EDTA (10
mM), Tritdén X-100 (0.1 %), ferricianuro de potasio (0.5 mM) pH 7.0, adicionandole
1 g/L del sustrato X-Gluc. La incubacidn se realizé en oscuridad durante 12 horas a
37 °C. Posteriormente, el material fue sometido a sucesivos lavados con etanol al 70
%. Finalmente, y mediante observacion en lupa Olympus (SZ-ST) se detectaron los
explantes/hojas que presentaron coloracion azul.

3.12.2. Evaluacion de GFP

Para detectar la expresion de GFP se utilizé un microscopio de fluorescencia
(Leica Biosystems, Nussloch, Alemania). Las imagenes de la GFP se obtuvieron a
una longitud de onda de excitacion de 480 nmy a un filtro de emision 510-525 nm.
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3.13. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Para la busqueda de la secuencia del gen MYB106-like en diferentes
organismos, y en particular en C. pepo se usO la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov/) del National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

Para la obtencion de la secuencia aminoacidica codificada por la secuencia
nucleotidica  se  utilizd6 el  software  “ExPasy  Translate  Tool”
(http://web.expasy.org/translate/). Dicho software traduce la cadena de nucle6tidos
introducida en los 6 posibles marcos de lectura. EI marco de lectura abierto (Open
Reading Frame, ORF) de mayor longitud fue seleccionado como representante de la
secuencia aminoacidica codificada por el gen.

Con el proposito de sefialar los dominios conservados y las homologias de
la proteina MYB106-like se realizo la busqueda de proteinas ortélogas en las bases
de datos de UNIPROT (https://www.uniprot.org/) y NCBI.

Para entender la relacion y similitud de la entre la secuencia del factor de
transcripcion MYB106-like en calabacin, con el grupo de proteinas ortlogas
previamente seleccionadas, se procedio a la construccion de un arbol filogenético
mediante los softwares bioinformaticos PhyML y TreeDyn mediante el método de
méaxima verosimilitud (http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi) (Dereeper
et al., 2008; Guindon et al., 2010).

La construccidn del alineamiento maltiple con las secuencias aminoacidicas
se realiz6 mediante el programa Jalview V.2 (https://www.jalview.org/) (A. M.
Waterhouse etal., 2009). Para identificarlos dominios conservados que se
observaron en el alineamiento multiple se usé la base de dato Pfam (Instituto europeo
de bioinformatica) (EI-Gebali et al., 2019).La estructura secundaria de la proteina se
obtuvo con el programa |-Tasser (Roy etal., 2010).La estructura terciaria se
modelizé in silico mediante SWISS-MODEL (Biozentrum. University of Basel) (A.
Waterhouse et al., 2018).

El interactoma del FT MYB106-like se realizO mediante el programa
STRING (Szklarczyk et al., 2019), una base de datos bioldgica y un recurso web de
interacciones proteina-proteina conocidas y previstas.
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Resultados y discusion

1.1. INTRODUCCION

El &cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que desempefia un
papel crucial en diferentes procesos del desarrollo de la planta, siendo ademas
un regulador principal de la resistencia y la respuesta adaptativa frente a
numerosos estreses ambientales, especialmente aquellos que inducen la
deshidratacion como sequia, alta salinidad, y baja temperatura (Mehrotra
etal., 2014; Sah et al., 2016). En estas condiciones desfavorables, las plantas
acumulan ABA, y esta fitohormona activa la expresion de numerosos genes
relacionados con el estrés que se encuentran involucrados en la regulacion de
la expresidn génica, la transduccion de sefiales y la adquisicion de tolerancia
al estres para soportar un entorno adverso. Esta respuesta implica primero la
percepcion de la sefial y posteriormente la activacion de los genes inducidos
por ABA. Con respecto a la percepcion de la sefial, se han descrito diferentes
receptores de ABA, pertenecientes a la familia PYR/PYL/RCAR
(PYRabactin resistance/PYrabactin resistance-Like/Regulatory Component
of ABA Receptor), que incluye receptores monomeéricos (PYL4-6, PYL8-10)
y diméricos (PYR1, PYL1-3), presentando los receptores monomericos una
mayor afinidad por el ABA (Dupeux et al., 2011; Finkelstein, 2013; Pizzio
et al., 2013). Estos receptores forman un complejo estable con el ABA y una
proteina fosfatasa 2C del grupo A (PP2C), este complejo inactiva la fosfatasa
y permite la autofosforilacion de proteinas quinasas pertenecientes a la
familia SnRK2 (Sucrose non-fermenting 1 (SNF1)-related protein kinase 2),
iniciandose asi la respuesta de ABA (Finkelstein, 2013). Los genes inducidos
por ABA contienen en su regién promotora un dominio consenso conocido
como elemento sensible a ABA (ABRE, ABA-Responsive Element) (Y.
Fujita et al., 2011). Los factores de transcripcion (FTs) que se unen a estos
elementos ABRE son los miembros de la familia ABF/AREB (ABRE
Binding Factor/ABA-Responsive Element Binding Factor); que presentan
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una cremallera de leucina (bZIP, Leucine Zipper Basic) en su secuencia
(Yoshida et al., 2010).

En relacion al desarrollo del fruto, se ha podido comprobar la
importante implicacion del ABA en la regulacién de la maduracién, tanto en
frutos climatéricos como no climatéricos, como tomate, fresa y cereza dulce
(J. Chen etal., 2016; Teribia et al., 2016; Mei Zhang et al., 2009). En los
frutos climatéricos, se ha detectado un aumento del contenido en ABA que
precede al pico de etileno, mientras que en los frutos no climatéricos, el ABA
parece jugar un papel mas importante que el etileno en la maduracion
(McAtee etal, 2013; Osorio etal., 2013; Vallarino etal., 2015).
Recientemente se ha descrito una gran acumulacion de ABA durante la
maduracion del fruto de calabacin (Cucurbita pepo L.), una especie no
climatérica, asi como una induccion de la maduracion del fruto mediante la
aplicacion exogena de esta fitohormona (P. Chen et al., 2016). Sin embargo,
la relacion entre el metabolismo de ABA y el comportamiento del fruto
durante el almacenamiento postcosecha no se ha estudiado en profundidad.

El manejo postcosecha de muchos frutos generalmente incluye el
almacenamiento a temperaturas que disminuyen su frecuencia respiratoria
para evitar el deterioro y la maduracion, lo que significa que los frutos tienen
que resistir diferentes estreses antes de llegar al consumidor. Las bajas
temperaturas, por encima del punto de congelacion (0-15 °C), provocan
dafos en frutos tropicales y subtropicales que se conocen como dafios por frio
(DF). El fruto del calabacin, debido a su origen subtropical, es susceptible de
desarrollar este trastorno fisioldégico. Ademas, el calabacin se cosecha en una
etapa inmadura, lo que hace que al ser almacenado en frio sea méas susceptible
a sufrir deshidratacion y desarrollar DF debido a su metabolismo acelerado
(Mohammed y Brecht, 2003). Varios estudios han demostrado que la
susceptibilidad al frio en el calabacin depende de la variedad (Carvajal et al.,
2011; Megias, Manzano, et al., 2016). Estos autores seleccionaron Natura y
Sinatra como las variedades comerciales con un comportamiento mas
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contrastante, siendo Natura la variedad mas tolerante al frio y Sinatra la mas
sensible (Carvajal et al., 2014; Palma, Carvajal, Jamilena, et al., 2014; Palma,
Carvajal, Lluch, et al., 2014). En frutos de otras especies, como uva y pifia, el
ABA induce respuestas fisioldgicas que ayudan a disminuir los dafios que
aparecen después del almacenamiento en frio en la postcosecha (Cantin et al.,
2007; Qin Zhang et al., 2015). Sin embargo, otros estudios muestran el papel
opuesto del ABA con respecto a la sensibilidad al frio, asi ocurre en la
mandarina (Gosalbes et al., 2004; Lafuente et al., 1997). Teniendo en cuenta
estos antecedentes, el objetivo de este trabajo ha sido desentrafiar la
implicacion del ABA en la respuesta al frio durante el almacenamiento
postcosecha en el fruto de calabacin. Para este proposito, se estudid la
biosintesis y la respuesta a ABA en las variedades Natura y Sinatra para
comparar y contrastar el comportamiento de estas dos variedades.

1.2. RESULTADOS

1.2.1. Correlacidn entre la tolerancia al frio y la produccion de
ABA en el fruto de calabacin

En un primer experimento, los frutos de la variedad tolerante al frio
Natura, y la sensible al frio Sinatra, se utilizaron para evaluar la calidad de la
postcosecha a lo largo del almacenamiento a baja temperatura, asi como la
biosintesis, percepcion y sefializacion de ABA. Los cambios en la pérdida de
peso, el indice de DF y la firmeza de los frutos mantenida a 4 °C se muestran
en la Fig. I. 1. Durante un corto periodo de almacenamiento, ambas
variedades registraron una pérdida de peso similar, pero después de 5 dias,
Sinatra sufrié una mayor pérdida de peso que los frutos de Natura (Fig. I. 1A).
Al final del almacenamiento postcosecha, las diferencias en este parametro
de calidad entre variedades fueron de alrededor del 4 %. Los sintomas de DF
fueron visibles después de 3 dias de almacenamiento en frio, mostrando
Sinatra mas dafios que Natura después de 5 dias, con un indice de DF que fue
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2.6 veces mayor al final del experimento (Fig. I. 1B). La firmeza medida en
la regidn central de los frutos sin exocarpo disminuy6 con el almacenamiento
a baja temperatura, y esta disminucion fue mayor en Sinatra que en Natura
después de 5 dias de almacenamiento (Fig. 1. 1C), siendo las diferencias
significativas a partir de ese dia, al igual que ocurri6 con los DF.

El paso final de la ruta de biosintesis de ABA consiste en la oxidacion
del aldehido de ABA en acido abscisico, proceso catalizado por la enzima
abscisico aldehido oxidasa (AAO). La actividad de esta enzimay el contenido
en ABA se analizaron en el exocarpo de los frutos y los resultados se
representan en la Fig. I. 2. La actividad AAO solo aumenté en la variedad
tolerante al frio Natura, alcanzando su nivel més alto al tercer dia de
almacenamiento (Fig. I. 2A). En consecuencia, el contenido de ABA aumenté
drasticamente en Natura, presentando después de las primeras 24 h de
exposicion al frio, valores que duplicaron los encontrados en los frutos antes
de su almacenaje. A partir de entonces, el contenido de ABA en frutos de
Natura durante su almacenamiento en frio continu6 aumentando hasta
alcanzar su nivel maximo después de 5 dias, lo que corresponde a 2.6 veces
el valor encontrado en los frutos recién cosechados. Con respecto al nivel de
ABA en los frutos de Sinatra, solo se detectd un incremento del 7 % después
de 24 h a 4 °C en comparacion con el valor inicial. En el almacenamiento a
largo plazo, 14 dias, el contenido en ABA disminuyo significativamente en
los frutos de ambas variedades con respecto a los frutos recién cosechados.
Analizando la posible correlacion entre la calidad postcosecha y el contenido
de ABA en el fruto de calabacin, se encontré una significativa correlacion
negativa entre la pérdida de peso (-0.68), el indice de DF (-0.67) y los niveles
de ABA, y una correlacion positiva entre la firmeza (0.85) y el contenido en
ABA.
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Fig. I. 1. Pérdida de peso (A), indice de dafios por frio (DF) (B), y firmeza en la parte central
(C) en frutos de calabacin de las variedades Natura y Sinatra almacenados a 4 °C. Los datos
representan las medias £ SE de tres réplicas compuestas por 6 frutos cada una. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre variedades para un mismo periodo de
almacenamiento en frio de acuerdo con el test de Fisher (p < 0.05).
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Fig. I. 2. Actividad abscisico aldehido oxidase (AAO) (A), contenido en &cido abscisico (B)
en el exocarpo de fruto de calabacin de las variedades Natura y Sinatra almacenados a 4 °C.
Los datos representan las medias + SE de tres réplicas compuestas por 6 frutos cada una.
Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con el test de Fisher (p < 0.05).

1.2.2. Diferencias entre variedades en la expresién de genes
relacionados con ABA durante el almacenamiento en frio

Para entender la relacion entre la resistencia al frio y el ABA, también
se investigd el mecanismo de respuesta mediado por ABA durante la
postcosecha. Para ello, se realizé un analisis transcripcional de algunos genes
involucrados en la percepcion de ABA, asi como en la transduccion o
modulacion de la sefial en frutos refrigerados de las variedades Natura y
Sinatra. Se analizaron genes para receptores de ABA, factores de
transcripcion (FT) relacionados con ABA y enzimas involucradas en la
transduccion o modulacion de sefiales mediadas por esta hormona. La
expresion de los dos receptores de ABA estudiados (PYL1 y PYL4) mostrd
una tendencia opuesta en los frutos conservados a 4 °C (Fig. I. 3A'y B). En
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ambas variedades, la transcripcion de PYL1 disminuyé con el
almacenamiento en frio. Por el contrario, la expresion de PYL4 tendi6 a
aumentar, alcanzando sus valores mas altos al final del almacenamiento. Al
comparar los niveles de transcripcion entre Natura y Sinatra, la variedad
tolerante al frio present6 una expresion significativamente mayor del receptor
PYL1 durante los primeros 3 dias de exposicion a baja temperatura, aunque
en tiempos posteriores las diferencias no fueron significativas. Por otro lado,
PYL4 mostr6 un nivel de transcripcion mas bajo en frutos de Natura recién
cosechados y despues de un dia a 4 °C que en Sinatra. Posteriormente, la
expresion de este gen fue mayor en Natura, siendo significativamente mayor
al final del periodo de almacenamiento, donde la variedad tolerante al frio
presentd una transcripcion 3.6 veces mayor de este receptor de ABA en
comparacion con la variedad sensible al frio.

En nuestro estudio, también analizamos la expresion de los FT
implicados en la ruta de transduccion de sefiales de ABA: AI5L2/ABF3,
ATHB7, NAC072/RD26 y bHLH112, y los resultados obtenidos se resumen
en la figura I. 3C-F. En general, AI5L2/ABF3 disminuyo su transcripcién con
el almacenamiento en frio en frutos de ambas variedades, pero con diferencias
significativas en sus valores a corto plazo de exposicion al frio, encontrando
niveles més altos en Natura (Fig. I. 3C). ATHB7 y NAC072/RD26 mostraron
una tendencia similar durante la postcosecha de Natura a 4 °C (Fig. 1. 3D y
E), registrando un pico de expresion en el dia 3 y el dia 10 de almacenamiento
en frio. En estos dias, la acumulacion de ARNm de ATHB7 fue 2.1y 5.4 veces
mayor en Natura con respecto a Sinatra. Los niveles de NAC072/RD26 fueron
significativamente mas altos en los frutos de Natura que en los de Sinatra en
todos los tiempos analizados, excepto antes del almacenamiento y después de
14 dias a 4 °C. La transcripcion de bHLH112 disminuy6 significativamente
en los frutos de ambas variedades después de ser almacenados en frio, aunque
en Natura el nivel de expresion fue mayor los dos primeros dias (Fig. I. 3F).
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Dias de almacenamiento en frio

o Natura m Sinatra
B
16
a PYL1 24 - PYLa4
g g I
k& 8 12 =
o ° b b
?5 :E b
[%2] [72]
% g o c
I.I>j L|>j 34 cd cd ]
e
el de¢ e
0 B
0 1 3 5 10 14
12 — 12
. NACO072/RD26
_‘g 0.9 { g 9
E ——
® ® b b
5 05 seof o R
(%] [72]
g 8
< 3 d
Q031 a3 .
ef f ef
f
00 U 0
0 0 1 3 5 10 14
16 28 T
a ATHB7 24 i bHLH112
< < 20 b -
2 7] 2 b
k= b k=P ¢
® ® - cd
S 81 c S
g 2 ef | [¢F of %
S d 2 06 fi
a4 o efe . 0 fgJ
€tg ef e
fg 9 %4g 99
0 J:-—[I— 00 U
0 1 3 5 10 14 0 1 3 5 10 14

Dias de almacenamiento en frio

Fig. 1. 3. Expresion relativa de los genes PYL1 (A) y PYL4 (B) receptores ABA, y de los
factores de transcripcion AI5L2 / ABF3 (C), NACO072 / RD26 (D), ATHB7 (E) y bHLH112
(F) en el exocarpo de calabacin de las variedades Natura y Sinatra almacenadas a 4°C. Los
datos presentados son medias + SE de tres muestras de seis frutos cada una. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun el test de Fisher (p <0.05).
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Con respecto a KAT2 (3-cetoacil-CoA tiolasa 2), otra proteina que
participa en la sefializacion de ABA, la expresion del gen disminuyo en los
frutos a tiempos cortos; mientras que a partir del dia 5 en adelante, en Natura,
la transcripcion de este gen aumenté de manera constante hasta alcanzar 12
veces los niveles encontrados en Sinatra a los 14 dias de almacenamiento en
frio (Fig. 1. 4A). Por otro lado, la expresion del gen HDAG6 (histona
desacetilasa 6), una enzima que modula la respuesta de ABA, fue mayor en
los frutos de Sinatra recién cosechados, aungue bajo el almacenamiento en
frio, el contenido de ARNm disminuy6 drasticamente en esta variedad. Sin
embargo, el comportamiento mas notable de este gen se encontr6 en Natura
al tercer dia a 4 °C, cuando su expresion aumento dréasticamente (Fig. 1. 4B).
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Fig. I. 4. Expresion relativa de los genes 3-cetoacil-CoA tiolasa 2 (KAT2) (A) e histona
desacetilasa 6 (HDA®G) (B) en el exocarpo de calabacin de las variedades Natura y Sinatra
almacenadas a 4°C. Los datos presentados son medias + SE de tres muestras de seis frutos
cada una. Letras diferentes indican diferencias significativas segin el test de Fisher (p <0.05).
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1.2.3. Induccidn de la sensibilidad y tolerancia al frio mediante
tratamientos con TS y ABA exdgenos, respectivamente.

La deteccion de una mayor cantidad de ABA en la variedad mas
tolerante al frio Natura, asi como el aumento de la expresion de algunos genes
relacionados con ABA en condiciones de estrés por frio, nos lleva a formular
la hipétesis de que esta fitohormona desencadena una respuesta de defensa en
frio en calabacin. Para probarlo, se realizO un segundo experimento
inhibiendo la biosintesis de ABA en la variedad tolerante al frio Natura con 5
mM de Tungstato sodico (TS), un inhibidor de la enzima abscisico aldehido
oxidasa, ultimo paso de sintesis de ABA, y afiadiendo a la variedad sensible
al frio Sinatra 0.5 mM de ABA antes del almacenamiento en frio. La
concentracion de ambos compuestos empleados se eligié de acuerdo con
ensayos preliminares (datos no mostrados). En el caso de TS, 5 mM fue la
concentracion mas baja capaz de prevenir el pico de ABA que ocurre en
Natura a 4 °C (Fig. I. 5A). Por el contrario, la adicion de ABA en los frutos
Sinatra aumentd el contenido endégeno de ABA cuando los frutos se
mantuvieron a baja temperatura (Fig. I. 5B), registrando diferencias que
variaron de 3.6 a 4.1 veces respecto al control. Es de destacar que el valor
maximo de ABA enddgeno alcanzado en frutos de Sinatra tratados con ABA
fue similar al valor medido en frutos de Natura no tratados en el quinto dia de
almacenamiento.

Con respecto al comportamiento postcosecha, los frutos Natura
tratados con TS mostraron una pérdida de peso significativamente mayor que
los frutos control despues del dia 7 de almacenamiento a 4 °C (Fig. I. 5C).
Por el contrario, los frutos Sinatra tratados con ABA sufrieron una menor
pérdida de peso que los frutos control durante el almacenamiento a lo largo
del tiempo (Fig. I. 5D). TS hizo que Natura fuera mas susceptible a desarrollar
DF, como se representa en la Fig. 1. 5E, con diferencias significativas respecto
a los frutos no tratados después del tercer dia de almacenamiento en frio. Por
el contrario, los frutos Sinatra tratados con ABA se vieron menos afectados
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por la baja temperatura, encontrando diferencias significativas en el indice de
DF entre los tratados y los no tratados desde el dia 5 hasta el final del

almacenamiento en frio (Fig. I. 5F).
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Fig. 1. 5. Contenido de ABA en el exocarpo, pérdida de peso e indice DF en frutos Natura
control y tratados con 5 mM de tungstato de sodio (A, C y E), y en frutos de Sinatra control
y tratados con 0,5 mM de acido abscisico (B, D y F) almacenados a 4°C. Los datos
presentados son medias + SE de tres muestras de seis frutos cada una. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun el test de Fisher (p <0.05).
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En este experimento también determinamos indirectamente la tasa de
muerte celular midiendo el porcentaje de acumulacion de azul de tripano,
como un indicador de la integridad del tejido, y TBARS, como una medida
de la peroxidacion lipidica (Fig. I. 6). Ambos parametros fueron mas altos en
Natura tratado con TS que en el control (Fig. I. 6A y C). Sin embargo, en
frutos Sinatra tratados con ABA se redujo la tasa de mortalidad celular y la
peroxidacion lipidica en comparacién con los frutos de Sinatra no tratados
(Fig. 1. 6B y D).
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Fig. I. 6. Ratio de muerte celular y contenido en malonaldehido (TBARS) en el exocarpo de
los frutos Natura control y tratados con 5 mM de tungstato de sodio (A 'y C), y Sinatra control
y tratados con 0.5 mM de 4cido abscisico (B y D) almacenados a 4°C. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun el test de Fisher (p <0.05).
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Para confirmar que el TS realmente estaba blogueando la biosintesis
de ABA, se tratd un conjunto de frutos Natura con TS 5 mM mas 0.5 mM de
ABA. Los cambios en la apariencia, la pérdida de peso, el indice de DF y el
contenido de ABA se resumenen laFig. l. 7ylaTablal. 1. No se encontraron
diferencias significativas en ningin parametro en comparacion con los frutos
control, excepto en los niveles de ABA que fueron mas altos debido a la
aplicacion exdgena de esta fitohormona. Estos resultados confirman que los
efectos negativos en la calidad postcosecha de los frutos Natura tratados con
TS se deben a la reduccion del contenido de ABA por este inhibidor.

Control Tungstate Tungstate + ABA

Fig. I. 7. Aspecto visual de los frutos Natura control, tratado con 5 mM de tungstato de sodio
y 5 mM de tungstato de sodio mas 0.5 mM de &cido abscisico después de 14 dias de
almacenamiento a4 ° C.
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Table I. 1. Cambios en la pérdida de peso (%), indice DF (0-3) y contenido en ABA (ug
kg™) en los frutos de Natura control y tratados con 5 mM de tungstato de sodio (TS) y 5 mM
de TS més 0.5 mM de ABA almacenados a4 ° C.

Dias a Pérdidade  indice DF Contenido
4°C Tratamiento peso (%) (0-3) ABA (ug kg™

Control 3.13° 0.34° 666"

5 TS 3.672 1.042 462°
TS + ABA 3.22° 0.25° 7872

Control 5.05° 0.52° 478°

10 TS 6.132 1.382 371°
TS + ABA 5.10P 0.38° 6212

Control 8.87° 0.79° 364°

14 TS 11.12¢@ 2.162 358°
TS + ABA 8.28" 0.63 484°

Los datos representan las medias de 18 frutos para pérdida de peso e indice de Cl y 3 réplicas de 6
frutos en el caso del contenido en ABA. Para cada parametro y tiempo de almacenamiento las distintas
letras indican diferencias significativas segun el test de Fisher (p <0.05).

1.3. DISCUSION

La fitohormona ABA es una molécula clave en la regulacion de la
respuestas al estrés, especialmente en estreses que inducen la deshidratacion,
como la sequia, la alta salinidad y la baja temperatura (Sah et al., 2016). Este
trabajo pretende dilucidar el papel de ABA en la regulacion de la tolerancia
al frio en el fruto de calabacin. Con este proposito, investigamos la
postcosecha de dos variedades de calabacin que difieren en su respuesta al
almacenamiento en frio: Natura, mas tolerante a la baja temperatura, y
Sinatra, cuyos frutos son muy susceptibles a desarrollar DF (Carvajal et al.,
2011). Las diferencias en la pérdida de peso encontradas en Natura y Sinatra
comenzaron a ser significativas después de 5 dias de almacenamiento en frio,
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unido a una mayor disminucion de la firmeza detectada en la variedad
sensible. La firmeza es un parametro de calidad importante que esta
determinado por las caracteristicas fisicas del tejido y por la presion de
turgencia, dependiendo esto ultimo de la acumulacién de solutos y del estado
de hidratacion de las células (Toivonen & Brummell, 2008). La
deshidratacion, junto con las modificaciones que ocurren en la pared celular
(Carvajal et al., 2015) y la cuticula pueden ser responsables de los cambios
observados en la firmeza.

Con respecto a la implicacion de ABA en la respuesta al estrés por
frio, se registr6 una acumulacion de esta fitohormona en el fruto de la
variedad tolerante Natura, correspondiente con una induccion de actividad
AAO, la ultima enzima en la via de biosintesis de ABA. Este aumento se
observo el primer dia de almacenamiento y continud durante los siguientes 5
dias, cuando el ABA alcanzo su valor maximo. A tiempos mas prolongados
de almacenamiento, el contenido de ABA descendid en los frutos de ambas
variedades a niveles inferiores a los medidos antes del almacenamiento. El
aumento de ABA observado en Natura cuando los frutos se mantuvieron a
baja temperatura podria conducir a una adaptacién al frio, con una menor
pérdida de peso e indice de DF, asi como a un mejor mantenimiento de la
firmeza durante el almacenamiento prolongado. Ademas, se ha demostrado
que el ABA induce la acumulaciéon de moléculas osmoprotectoras tales como
azUcares solubles y prolina para evitar la deshidratacion celular (Urano et al.,
2009). Anteriores estudios han demostrado que los frutos de Natura
acumularon significativamente mas contenido de glucosa, fructosa y rafinosa
que Sinatra después de 14 dias a 4 °C, y concretamente este Ultimo azUcar se
ha asociado a la respuesta de deshidratacion en el exocarpo de calabacin
(Palma, Carvajal, Jamilena, et al., 2014). Del mismo modo, en otros trabajos
se ha detectado una mayor acumulacion de prolina en Natura después de 14
dias de almacenamiento en frio (Palma, Carvajal, Lluch, et al., 2014). Estas
diferencias en la acumulacion de osmoprotectores entre las variedades en un
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plazo de tiempo prolongado en conservacion, podrian estar relacionadas con
los cambios observados en el contenido de ABA a corto plazo en el
almacenamiento en frio, lo que respalda el mantenimiento del estado hidrico
en los frutos de Natura frente a Sinatra. EI ABA también se ha descrito como
potenciador de la defensa antioxidante frente a ROS producidas durante
condiciones de estrés (Palma, Lopez-Gomez, Tejera, et al., 2014). En el caso
del fruto de calabacin, el ABA podria estar implicado en una menor
acumulacién de ROS y peroxidacion de lipidos, asi como una mayor actividad
de la enzima catalasa correlacionada con la tolerancia al frio durante el
almacenamiento postcosecha (Carvajal et al., 2011).

La percepcion de ABA vy la transduccion de sefiales en frutos de
calabacin conservados en frio se han investigado mediante el estudio de los
cambios transcripcionales de algunos de los genes relacionados con la
respuesta de ABA. El almacenamiento en frio aumentd la expresion del
receptor monomerico PY L4, siendo esta induccion més alta en Natura que en
Sinatra, mientras que el receptor dimérico PYL1 disminuyd su transcripcién
en ambas variedades. Estaacumulacion de PY L4 encontrada en Natura podria
activar la respuesta de ABA de una manera mas eficiente. Resultados
similares se han descrito recientemente en las hojas de maiz, donde PYL1
disminuy6 su expresion con un tratamiento de ABA, mientras que la
transcripcion de PYL4 se vio incrementada en estas condiciones (W. Fan
etal., 2016). Por otro lado, la sobreexpresion de PYL5 en Arabidopsis
aumentd la sensibilidad a ABA e indujo resistencia a la sequia (Santiago
etal., 2009), y se observé el mismo comportamiento en plantas con una
mutacion PYL4, donde se registr6 una mejor interaccion de PYL4 con la
fosfatasa PP2CA vy, por lo tanto, mayor inhibicion de esta fosfatasa,
permitiendo la accion de las proteinas quinasas SnRK2 dando lugar a la
respuesta de ABA (Pizzio et al., 2013).

Entre los FTs implicados en la sefializacion de ABA, el factor
AI5L2/ABF3 se ha asociado con la tolerancia al frio y la congelacion (S. Kim
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etal., 2004; J. Wang et al., 2016). En nuestro estudio, ABF3 mostro una
mayor expresion en Natura que en Sinatra en los dias 1, 3 y 5 después del
almacenamiento en frio; por lo que podria resultar en una respuesta mejor y
mas rapida de sefializacion.

Otras familias de FTs que estan involucradas en la respuesta de ABA
son NAC, ATHB y bHLH. Concretamente, NAC072 o RD26 (Response to
Dehydration 26) esta fuertemente inducida por ABA (X. Li et al., 2016) y
nuestros resultados muestran que Natura present6 niveles de transcripcion
mas altos que Sinatra. Ademas, este gen mostré un patrén de expresion
similar al de ABF3, lo que respalda la idea de una mejor respuesta al estrés
por frio mediada por ABA en Natura. Bajo ciertas condiciones,
NAC072/RD26 actla como cofactor de ABF3, mientras que en otros actla
de manera antagonica, lo que indica que su expresion depende parcialmente
de ABF3 (X. Li etal., 2016). Ademas, NAC072/RD26 también se ha
implicado en la desintoxicacion de ROS mediada por ABA (M. Fujita et al.,
2004), lo que podria estar relacionado con los niveles mas bajos de perdxido
de hidrogeno detectados en la variedad tolerante al frio (Carvajal et al., 2011).
ATHB?Y codifica una proteina de homeodominio de cierre leucina (HD-Zip)
que activa la transcripcion de los genes de respuesta ABA y estd implicada en
el control de los procesos de desarrollo de las plantas y la respuesta frente a
numerosos estreses abiodticos (Ré et al., 2014). En concreto, los efectos del
estrés por sequia se minimizan en las plantas de tomate con expresion
ectopica de este gen (Mishra etal., 2012). De acuerdo con eso, ATHB7
mostré mas expresion en los frutos de Natura. EI FT bHLH112 se ha asociado
con respuestas celulares a un estimulo de ABA y una mejora de la capacidad
de eliminacion de ROS (Yujia Liu etal., 2015). Su expresion cayo
dramaticamente después de las primeras horas de exposicion a baja
temperatura en el fruto Sinatra, mientras que Natura mantuvo una alta
transcripcion de bHLH112 durante los primeros tres dias de almacenamiento.
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La enzima 3-cetoacil-CoA tiolasa (KAT) participa en la degradacion
de acidos grasos catalizando el ultimo paso de la B-oxidacion en los
peroxisomas, desempefiando especificamente KAT2 el papel principal de este
proceso catabolico. La B-oxidacion del acido graso produce perdxido de
hidrogeno, una especie reactiva de oxigeno que puede actuar como molécula
de sefializacion y esté involucrada en la respuesta de ABA (T. Jiang et al.,
2011). En calabacin, KAT2 también podria estar implicado en las respuestas
mediadas por ABA, ya que Natura contenia mayores niveles de transcripcion
de KAT2 que Sinatra, aumentando en la variedad tolerante al frio incluso al
final del almacenamiento.

Las modificaciones epigenéticas participan en la regulacion de
muchos procesos fisioldgicos, asi como en la modulacién de las respuestas de
la planta frente a condiciones de estrés bidtico y abidtico (Chinnusamy &
Zhu, 2009). Entre estas modificaciones, la deacetilacion a través de los
complejos de histona deacetilasa (HDAC) puede reprimir la expresion génica
bajo ciertas condiciones ambientales desfavorables como parte de diferentes
vias de sefializacion de fitohormonas (Perrella et al., 2013). La expresion de
HDAG6 mostré un aumento drastico en la variedad tolerante al frio Natura
después de 3 dias de almacenamiento, lo que sugiere que la modulacion de la
expresion genica puede desempefiar un papel en las respuestas adaptativas al
frio en el fruto de calabacin. De acuerdo con este resultado, se ha descrito que
HDAG es necesario para las respuestas a la sequia o la salinidad mediadas por
ABA (L.-T. Chen et al., 2010; L.-T. Chen & Wu, 2010), y la tolerancia a la
congelacién en el arroz (To et al., 2011). En Arabidopsis, las plantas HDAG6-
ARN de interferencia fueron mas sensibles al ABA y al estrés salino (L.-T.
Chen et al., 2010), mostrandose que la sobreexpresion de HDC1 interactua
con HDAG y permitiendo a la planta crecer bajo condiciones de estrés hidrico
(Perrella et al., 2013).

Para relacionar ABA con la adquisicion de resistencia al frio en
calabacin, se realiz6 la aplicacion exdgena de TS, un inhibidor de la actividad
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AAQ, en la variedad Natura tolerante al frio y se aplico ABA exdgeno a los
frutos sensibles al almacenamiento en frio de la variedad Sinatra. La
aplicacion de TS hizo que Natura fuera mas susceptible al frio, registrando
una mayor pérdida de peso, indice de DF, tasa de muerte celular y
peroxidacién lipidica. En relacion con estos hallazgos, se ha observado que
el TS agrava los sintomas internos de pardeamiento en pifia almacenada a
temperatura ambiente (Qin Zhang etal., 2015). Por el contrario, el
tratamiento con ABA en Sinatra mejoro la respuesta de los frutos a la baja
temperatura, disminuyendo la pérdida de peso y el dafio por frio. Debido a su
implicacion en la defensa contra el estrés oxidativo, los frutos tratados con
ABA redujeron su tasa de muerte celular y la peroxidacion de lipidos,
mientras que los tratados con TS aumentaron estos parametros. La aplicacién
exdgena de ABA se ha empleado en diferentes frutos, como uva de mesa y
pifia (Cantin et al., 2007; Q. Zhang et al., 2015) para el mantenimiento de la
calidad postcosecha. En otras condiciones de postcosecha, el ABA endbégeno
también ha demostrado ser un importante regulador de la calidad del fruto,
por ejemplo, en la naranja (Romero et al., 2012, 2013). En esta especie, el
estudio de un mutante espontaneo especifico de fruto deficiente en ABA
(Pinalate), ha permitido establecer el papel de ABA en el proceso de
deshidratacion que tiene lugar durante el almacenamiento postcosecha de la
naranja a temperatura ambiente (Romero et al., 2013).

En conclusion, la variedad tolerante Natura aumento el contenido de
ABA desde el primer dia de almacenamiento en frio, y también aumento la
expresion génica de los componentes de la via de sefializacion de ABA.
Ademas, la inhibicién de la biosintesis de ABA indujo sensibilidad al frio en
esta variedad, mientras que el tratamiento con ABA mejor¢ la calidad de la
fruta Sinatra sensible al frio.
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11.1. INTRODUCCION

Los dafios por frio (DF) son una sintomatologia que aparece en
algunos frutos durante la postcosecha, cuando se almacenan a baja
temperatura, por encima de 0 °C. En diferentes variedades de calabacin, se ha
descrito de forma detallada tanto la respuesta al almacenamiento en frio
(Carvajal et al., 2011), como la aplicacion de distintos tratamientos fisicos y
guimicos que han proporcionado una mejora en la resistencia a estos dafios
(Carvajal etal., 2014, 2017; Palma et al., 2015, 2019). En calabacin, los
efectos de los DF que aparecen en los frutos durante el almacenamiento a baja
temperatura, se manifiestan en un aumento de la peroxidacion lipidica y, por
lo tanto, un incremento en la fuga de electrolitos, la pérdida de peso y la
concentracion de ROS, debido a que reducen los mecanismos de proteccion
oxidativa. El oxido nitrico (NO) es una molécula de sefializacion importante
con diversas funciones fisioldgicas en las plantas; se considera una molécula
sefial en condiciones de estrés, jugando en muchos casos un papel critico tanto
en las respuestas frente al estrés bidtico como abiotico (Shi etal., 2012);
ademas, se ha demostrado que el NO funciona como una sefial intrinseca en
el crecimiento de la planta (Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007,
Leon & Costa-Broseta, 2020; Romero-Puertas & Sandalio, 2016; Sanchez-
Vicente et al., 2019). Gran cantidad de estudios se centran en el NO y el estrés
bidtico durante la postcosecha de diferentes frutos. Esto es debido a que el
NO puede regular las respuestas de defensa, siendo capaz de inducir
resistencia frente a patégenos (B. Fan et al., 2008; M. Hu et al., 2014; Zhou
etal., 2016). En el caso del estrés abidtico, se ha demostrado que esta
molécula puede aliviar algunos de sus efectos negativos en una amplia
variedad de plantas y frutos (Qiao & Fan, 2008; Wills etal., 2015). En
Arabidopsis, se observd que mutantes con niveles reducidos de nitrato
reductasa (NR) y, por lo tanto, con una baja produccion de NO, fueron menos
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tolerantes al frio, mientras que en la aclimatacion al almacenamiento al frio
se estimuld la actividad NR (M. G. Zhao et al., 2009).

En los ultimos afios, se han publicado numerosos estudios sobre la
importancia del NO en la mejora de la postcosecha de los frutos durante el
almacenamiento en frio. Cada vez existen mas pruebas que confirman la
implicacion del NO en el mantenimiento de la calidad postcosecha en frutos
(Z. Zhang et al., 2019; Zhu et al., 2006), vegetales (Yunfen Liu et al., 2016)
y flor cortada (Shabanian et al., 2018). En pepino, el NO redujo los DF al
mejorar la respuesta antioxidante (H. Yang et al., 2011); en tomate, el NO
mejord la tolerancia al frio al regular la expresion del factor de transcripcién
LeCBF1y, el tratamiento de banana con NO, relaciond la resistencia al estrés
por frio con niveles mas elevados de ATP y carga energética (Y. Wang et al.,
2015). En frutos de nispero, Xu et al. (2012) indicaron que la produccion
enddgena de NO es un mecanismo de defensa natural generado contra el
estrés abiodtico por baja temperatura, por lo que se podria pensar que la
aplicacion de NO exogeno mejoraria la respuesta natural frente a este estrés.

La mayoria de los tratamientos con NO que estudian los cambios
relacionados con los DF en la postcosecha, se han realizado utilizando
nitroprusiato de sodio (SNP) como donante de NO; sin embargo, este
compuesto ademas de liberar NO también libera cianuro (CN), por lo que es
necesario estudiar igualmente el posible efecto del CN en la postcosecha.

En este trabajo, analizamos el efecto del tratamiento con NO en la
calidad postcosecha del fruto de calabacin durante el almacenamiento en frio,
y estudiamos su implicacion en los mecanismos antioxidantes. Los
experimentos se han realizado con la variedad de calabacin Sinatra,
caracterizada por ser muy sensible a los DF (Carvajal et al., 2011).
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11.2. RESULTADOS

11.2.1. Optimizacion de la concentracion de SNP para el
tratamiento postcosecha

El nitroprusiato sddico (SNP) se us6 como donante de NO para
estudiar su efecto en el fruto de calabacin durante el almacenamiento en frio.
Se probaron diferentes concentraciones, 25, 100 y 500 uM, siendo 25 uM la
concentracion que mostrd un efecto positivo en la calidad de los frutos de la
variedad Sinatra almacenados a 4 °C. Esta concentracion mantuvo la calidad
postcosecha de los frutos de calabacin por encima de la de los controles;
disminuyendo la pérdida de peso en un 16 % y los DF en un 50 % después de
14 dias de almacenamiento en frio. La concentracion mas alta de SNP que fue
utilizada (500 uM) acelerd el deterioro de los frutos, aumentando en un 10 %
la pérdida de peso y un 152 % los DF al final del almacenamiento (14 d) con
respecto al control (Fig. Il. 1). Ademas, en el caso del tratamiento con 100
MM de SNP, también se observé una aceleracion en la pérdida de calidad del
fruto, aumentando en un 7 % en la pérdida de peso y en un 26 % los DF con
respecto al control en el dia 14. En base a estos resultados, se seleccion6 la
concentracion de 25 UM como la adecuada para realizar los demas analisis
adicionales.
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Fig. 11. 1. Porcentaje de pérdida de peso (A) e indice de dafios por frio (B) a los 14 dias de
almacenamiento en frio en frutos Sinatra tratados con diferentes concentraciones de SNP. Los

datos presentados equivalen a medias + SE. Letras diferentes indican diferencias significativas
segun el test de Duncan (p <0.05).

11.2.2. Comprobacion de la efectividad del nitroprusiato sédico

Se realizd un estudio de S-nitrosilacion en los frutos después de ser
tratados con SNP (25 puM) para confirmar la liberacion y la entrada de NO en
los tejidos. La extraccion de proteinas y los analisis posteriores se realizaron
en el exocarpo de los frutos. La cantidad de proteinas S-nitrosiladas fue mayor
en los frutos tratados con SNP en comparacion con el control (Fig. Il. 2A). Se
detect6 un aumento en las proteinas S-nitrosiladas 6 h después del tratamiento
con SNP, siendo similar al de las muestras control después de 1 dia para
aumentar nuevamente al final del almacenamiento en frio (14 dias). También
se midio el contenido enddgeno de NO en los frutos, sin encontrar diferencias
destacables en la cantidad de este compuesto entre los frutos control y los
tratados (Fig. Il. 2B).
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Fig. I1. 2. (A) Inmunodeteccion de proteinas S-nitrosiladas en el exocarpo de los
frutos control y tratados con SNP, sometidas a estudio por el método biotin-swich expresado
como tasa de cambio de intensidad absoluta a las 6 h, 1 d y 14 d. (B) Deteccion
espectrofluorométrica de NO en el exocarpo de fruto de calabacin durante el almacenamiento
en frio con DAF-2 DA. Los datos presentados representan medias por cuadruplicado de la
intensidad absoluta + SE del analisis biotin-switch. Los asteriscos indican diferencias
significativas (a = 0.05) en relacion al control. (p <0.05).
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11.2.3. Efecto del NO en la calidad del fruto

Como vya se sefiald, dado que el SNP ademas de donador de NO,
también libera CN, para descartar su posible efecto y, poder asi separar el
efecto del NO de cualquier otro efecto secundario atribuido al CN, un
conjunto de frutos se trato con ferricianuro de potasio. Después de los
tratamientos, los frutos se almacenaron a 4 °C durante 14 dias y se analizé la
pérdida de peso, los DF, la firmeza y la pérdida de electrolitos en los dias 1,
5, 10 y 14 como indicadores de la calidad del fruto. El andlisis de estos
parametros permitié detectar el efecto del tratamiento con NO en la mejora
de la calidad postcosecha durante el almacenamiento en frio. Se observo una
disminucion significativa en la pérdida de peso después de 10 dias de
almacenamiento en los frutos tratados, en paralelo con los cambios en los DF
que fueron significativos a los 14 dias. (Fig. 1. 3A y B). El ferricianuro de
potasio no tuvo ningun efecto sobre la calidad, ya que los frutos tratados con
este compuesto presentaron el mismo comportamiento que los frutos control
(Fig. Il. 3). La apariencia visual de los frutos tratados con SNP al final del
almacenamiento en frio fue mejor en comparacion con los controles (Fig. 1.
3C).
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Fig. 1l. 3. Pérdida de peso (A) e indice de dafio por frio (B) en frutos de calabacin
almacenados a 4 ° C durante 14 dias con 25 pM de nitroprusiato de sodio, 25 pM de
ferricianuro de potasio y controles. (C) Aspecto visual de estos frutos de control después de
14 dias de almacenamiento. Los datos presentados son medias de 18 frutos + SE. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre tratamientos para el mismo periodo de
almacenamiento en relacion a los controles (p <0.05).

La firmeza comenzo6 a disminuir en los frutos control a partir del
quinto dia de almacenamiento, mientras que en los tratados con SNP se
mantuvo constante durante los primeros 10 dias, y solo al final del
almacenamiento en frio a los 14 dias, se detectd una pérdida en la firmeza,

113



Capitulo I1.- Tratamiento postcosecha con NO

pero nunca fue mayor que en los frutos control (Fig. Il. 4A). La aplicacion de
NO también redujo el efecto del estrés por frio en la degradacion de la
membrana, mostrando los frutos tratados con SNP una menor peérdida de
electrolitos que los controles desde el quinto dia de almacenamiento en frio
(Fig. 1. 4B). Al medir la peroxidacion lipidica mediante el ensayo MDA, se
encontraron diferencias significativas en los frutos tratados con respecto a los
controles, detectandose menor cantidad de MDA en los frutos tratados (Fig.
I1. 4C). Se midio el perdxido de hidrogeno como indicativo del nivel de estrés
oxidativo (Fig. Il. 4D). Durante el almacenamiento en frio, los frutos de la
variedad sensible Sinatra experimentaron un aumento del estrés oxidativo.
Los frutos control acumularon H20. a lo largo del periodo de
almacenamiento, detectdndose al final de este (14 d) la mayor concentracion
observada durante la totalidad del almacenamiento, mientras que en los frutos
tratados con NO la cantidad de H202 no aumento al final del almacenamiento.
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Fig. I1. 4. Firmeza en la regidn central (A), porcentaje de pérdida de electrolitos (B), contenido
de malondialdehido (MDA) (C) y perdxido de hidrégeno (D) en frutos Sinatra almacenados a
4 ° C. Los datos presentados son medias de 18 frutos + SE. Los datos presentados son medias
+ SE de muestras triplicadas de seis frutos cada una. Los asteriscos indican diferencias
significativas en relacién al control (p <0.05).

11.2.4. Efectos del NO sobre los metabolitos antioxidantes

Con respecto a la capacidad antioxidante, que se midi6 utilizando dos
métodos diferentes, FRAP y TEAC, los frutos tratados con NO mostraron una
mayor capacidad antioxidante durante las primeras 24 h de almacenamiento
con ambos métodos (Fig. 1l. 5A y B). El contenido en ascorbato (AsA)
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alcanzd su punto maximo a las 6 horas despues del tratamiento, siendo un 21
% mayor en los frutos tratados que en los controles (Fig. Il. 5C); tras lo cual,
la cantidad de ascorbato se mantuvo igual entre los frutos control y tratados.
El contenido fendlico fue significativamente mayor en los frutos tratados con
NO durante los primeros dias de almacenamiento en frio, entre un 10 % y un
13 % hasta el dia 5, y no se observaron diferencias significativas a los 14 d
(Fig. 1. 5D).
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Fig. Il. 5. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) (A), capacidad antioxidante
equivalente Trolox (TEAC) (B), ascorbato total (C) y contenido fendlico en frutos Sinatra
control y tratados con SNP durante 14 dias a 4°C. Los datos presentados son medias + SE
de muestras por triplicado de seis frutos cada una. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el test de Duncan (p <0.05).
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11.2.5. Cambios en actividades enzimaticas antioxidantes

La actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) a las 6 horas
después del almacenamiento en frio disminuy0 drasticamente en los frutos
control y, en los tratados con SNP, se mantuvo parte de la actividad en este
tiempo (Fig. I1. 6A). Después de 1 dia de almacenamiento en frio, la actividad
de SOD se recuperd en ambos frutos, pero fue significativamente mayor en
los frutos tratados. Después de 14 dias, no se observaron diferencias
significativas.

Se midieron las actividades ascorbato peroxidasa (APX) y glutation
reductasa (GR). Ambas fueron mayores en los frutos tratados con NO en los
primeros 5 dias de almacenamiento en frio (Fig. 1l. 6B y C). La actividad
APX aument0 hasta el quinto dia en el que se encontr6 un pico de actividad
en los frutos tratados, siendo un 32 % mas alta que en los frutos control. La
actividad GR permaneci6 siendo mayor en los frutos con el tratamiento de
NO también durante los primeros 5 dias, y en el dia 14 no se detectaron
diferencias. La actividad catalasa (CAT) se indujo rapidamente en ambos,
tratados y controles, en las primeras 24 h de almacenamiento y después de un
dia disminuyé (Fig. 1l. 6D).

La actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL) se indujo rapidamente a
las 6 horas de almacenamiento en frio, y luego disminuyé hasta los 14 dias
tanto en los controles y como los tratados con NO. EIl tratamiento con NO
detuvo parte de la pérdida de actividad en el quinto dia, en comparacién con
los frutos control, mostrando una actividad un 32 % superior. No se
observaron diferencias significativas a los 14 dias.
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Fig. 1l. 6. Actividades ascorbato peroxidasa (A), glutation reductasa (B), superéxido
dismutasa (C), catalasa (D) y fenilalanina amoniaco liasa (E) en el exocarpo de frutos de
calabacin almacenados a 4 °C. Los datos presentados son medias + SE de muestras por
triplicado de seis frutos cada una. Letras diferentes indican diferencias significativas segln
la prueba de Duncan (p <0,05).
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11.2.6. Determinacion del perfil aminoacidico durante el
almacenamiento en frio

Los perfiles de aminoacidos durante el almacenamiento en frio en
calabacin no presentaron grandes diferencias significativas entre los frutos
tratados con SNP y los controles (Tabla 11. 1Ay B).

En el caso de aminoacidos como la fenilalanina (Phe), alanina (Ala) o
glutdmico (Glu) se observd una caida en sus concentraciones al final del
almacenamiento en frio no detectandose diferencias significativas entre los
grupos control y tratados. En cambio, la concentracion de los aminoacidos
tirosina (Tyr), arginina (Arg) e hidroxiprolina (Hyp, derivado de la prolina)
se incrementd durante el almacenamiento a 4 °C, siendo significativo este
aumento con respecto al estado tras la cosecha, no observandose diferencias
entre los frutos tratados con SNP y el control.

En los frutos tratados con NO, solo se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de glicina (Gly) y lisina (Lys) en comparacion
con el control a los 14 dias de almacenamiento en frio. En cuanto a la prolina
(Pro), estas diferencias significativas se observaron a los 5 dias, para
posteriormente volver a igualarse al final del almacenamiento en frio.

11.2.7. Efecto del tratamiento con SNP en el contenido en
poliaminas

Se estudiaron los cambios en el contenido en poliaminas de los frutos
Sinatra tratados y no tratados conservados a 4 °C. En el exocarpo de los frutos
se detectaron putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm). La Put
(Fig. 1l. 7A) fue la Gnica que aumento durante el almacenamiento en frio. El
contenido en las poliaminas Spd y Spm se redujo durante el almacenamiento
de los frutos, aunque no se detectaron diferencias significativas entre los
frutos tratados con SNP vy los controles (Fig. Il. 7B y C).
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Table 1. 1A. Contenido aminoacidico en frutos de calabacin durante el almacenamiento a 4 °C. Acido glutam
(His), Glicina (Gly), Treonina (Thr), Arginina (Arg), Alanina (Ala), Acido y-aminobutirico (GABA) Tirosina (T
Metionina (Met), Fenilalanina (Phe), Isoleucina (lle), Leucina (Leu), Lisina (Lys), Hidroxiprolina (HyP), Prolir

diferencias significativas segun el test de Duncan (p <0.05)

Aminoécidos (umol kg PF)

Tiempo .
2 49C Tratamiento _
Glu Ser His Gly Thr Arg
0 211.70%  521.11% 185.30°" 147.90° 222.79® 189.92«
Control 196.10°  389.87% 176.37F  122.29° 186.15°  150.77%
6h
SNP 215.07%  397.88% 178.76® 124.58° 187.49% 148.25°
Control 210.74%  639.92* 192.26% 159.03* 239.63° 226.58"
1d
SNP 223.352 662.80° 176.26"7  163.55° 247.48°  239.41°
Control 143.82¢ 568.418  207.95° 156.09 24528  252.13"
5d
SNP 154.64%  411.23% 200.71% 153.69 249.94°  246.91°
Control 163.79% 22508 246.33* 133.71° 211.80 373.18*
14 d
SNP 172.06° 414.40%  224.43" 199.48° 203.39%  367.31°




Table I1. 1B. Contenido aminoacidico en frutos de calabacin durante el almacenamiento a 4 °C. Acido glutan
(His), Glicina (Gly), Treonina (Thr), Arginina (Arg), Alanina (Ala), Acido y-aminobutirico (GABA) Tirosina (
Metionina (Met), Fenilalanina (Phe), Isoleucina (lle), Leucina (Leu), Lisina (Lys), Hidroxiprolina (HyP), Proli
diferencias significativas segun el test de Duncan (p <0,05)

Aminoécidos (umol kg™ PF)

Tiempo Tratamiento
a4°C Cys Val Met Phe lle Leu

0 136.15° 318.85°  157.97° 151.23Y 227.05%  247.92%
Control 118.424 241.90%¢  147.34° 123.54° 175.76°  201.52¢

o SNP 121.77¢ 248.76° 172.31*® 12357  183.48° 208.01¢
Control 142.272 353.3%  171.30% 167.80° 241.60*° 242.09%

H SNP 142.20? 359.56%  155.32°  169.01° 237.47%  239.98%®
Control 129.18° 323.75° 182.29%  194.97° 211.10° 217.45

> SNP 132.77" 324.99°  179.71%  190.16° 214.84° 226.63"
144 Control 119.36¢ 222.26% 212.56% 213.91% 14551¢  149.46°

SNP 120.68¢ 213.26° 181.61* 193.03" 146.84%  149.53¢
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Fig. 1. 7. Contenido de poliaminas en el exocarpo de calabacin almacenado a 4
°C durante 14 dias. Putrescina (A), Espermina (B) y Espermidina (C). Los valores
son medias = SE de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias
significativas (a = 0.05) en relacion al control (p <0,05).
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11.3. DISCUSION

El presente estudio examina el efecto del 0xido nitrico en el fruto de
calabacin durante su almacenamiento en frio y en la calidad de postcosecha,
analizando diferentes parametros relacionados con el estrés por frio y el
efecto del NO.

El fruto de calabacin es susceptible a los dafios por frio cuando se
almacena a baja temperatura. Los DF causan pérdida de agua, ablandamiento
y picado en el exocarpo del fruto como resultado de la pérdida de integridad
celular, causada por los dafios en las membranas celulares (Balandran-
Quintana et al., 2002; Martinez-Tellez et al., 2002). En el presente estudio, se
utilizaron tres concentraciones diferentes de SNP para evaluar el efecto del
NO en la postcosecha durante el almacenamiento en frio de frutos Sinatra,
una variedad sensible al frio (Carvajal et al., 2011). Los resultados mostraron
que 25 uM SNP era la concentracion adecuada, capaz de mejorar el
comportamiento del fruto durante el almacenamiento en frio con respecto a
los frutos no tratados, ya que estos frutos mostraron una menor pérdida de
peso y DF. Las concentraciones méas altas resultaron perjudiciales para la
calidad postcosecha, ya que se detectaron mayores dafios durante el
almacenamiento en frio, en contradiccion con otros resultados encontrados en
distintos frutos tratados con estas concentraciones, como en cereza (Rabiei
etal., 2019) y lichi (Barman et al., 2014). En melocotdén, un exceso en la
cantidad de SNP (100 uM), también indujo un fuerte dafio en el fruto, debido
en parte al ion peroxinitrito (ONOO—) formado a partir de las reacciones del
NO en exceso con el anién superdxido y otros ROS (Saba & Moradi, 2017).
El ONOO- reacciona con grupos tiol de proteinas, radicales poliinsaturados
y lipidos de los &cidos grasos de membrana, causando graves dafios a las
células (Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007; Vandelle &
Delledonne, 2011). La misma respuesta se observd en tomate por R. Zhao
et al. (2011), un contenido apropiado de NO (20 uM) mejord la tolerancia al
frio, no obstante niveles altos de NO causaron dafios en el fruto.

123



Capitulo I1.- Tratamiento postcosecha con NO

El NO es capaz de modificar la actividad enziméatica mediante la S-
nitrosilacion de proteinas, una especifica y esencial modificacién
postraduccional de proteinas, mediante la union covalente del NO con el
grupo tiol de un residuo de cisteina (Romero-Puertas et al., 2013; Stamler
etal., 2001). ElI NO es capaz de regular el metabolismo de las ROS a través
de la modulacion de ambos, enzimas productoras de ROS vy sistemas
antioxidantes (Romero-Puertas & Sandalio, 2016). En particular, todas las
enzimas del ciclo ASC-GSH parecen estar controladas por el NO mediante
nitracion y/o S-nitrosilacion, siendo la APX la enzima mas estudiada en la
desintoxicaciéon de H20, (Correa-Aragunde et al., 2015). Distintos estudios
afirman que todas las proteinas del ciclo AsA-GSH estan influenciadas por
estas modificaciones postraduccionales, que se logran a partir de la
interaccion con el NO (Huanjie Yang etal., 2015). En calabacin, el
tratamiento con SNP produjo un aumento de las proteinas S-nitrosiladas tras
de 6 horas de almacenamiento en frio, y al medir la actividad de algunas de
las enzimas antioxidantes se encontro, para la mayoria de ellas, también una
mayor actividad en el tratamiento con SNP, pudiendo ser indicativo de este
tipo de regulacion.

Se sabe que el NO es capaz de proteger a la planta contra el estrés
oxidativo, como ocurre en el calabacin durante el almacenamiento en frio,
siendo mas grave en variedades sensibles como Sinatra (Carvajal et al., 2011,
2017). EI NO se aplico utilizando una solucién de SNP como donante. EI SNP
libera también CN, y para poder descartar posibles efectos secundarios de este
compuesto sobre la calidad del fruto, se trataron como controles adicionales
frutos con ferricianuro y, en este caso, no se encontraron diferencias
significativas en la calidad postcosecha durante el almacenamiento en frio en
comparacion con los frutos control, por lo que podemos descartar un efecto
negativo del CN y el uso del SNP como donante de NO. El tratamiento con
NO (25 uM SNP) mejoro los parametros de calidad del fruto durante el
almacenamiento en frio, con una menor pérdida de peso y DF después de los
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14 dias, como sucede también con otros tratamientos quimicos aplicados en
fruto de calabacin, como acido abscisico, putrescina y acido y-aminobutirico
(Carvajal et al., 2017; Palma et al., 2015, 2019). EI NO hizo que los frutos
conservaran la firmeza y controlaran la pérdida de electrolitos durante los
ultimos dias de almacenamiento en frio. El estrés medido como produccion
de MDA, indicativo de peroxidacion lipidica, fue mayor en los frutos control
en comparacion con los frutos tratados. Este parametro es un buen indicador
del estrés causado por el almacenamiento en frio tras la cosecha, y muestra
una correlacion positiva con la pérdida de electrolitos y los dafios por frio
(Carvajal et al., 2011, 2014).

Al final del almacenamiento en frio, los frutos control presentaban
mayores cantidades de H>O, que los frutos tratados con SNP. Las bajas
temperaturas, por encima de los 0 °C, inducen niveles elevados de ROS
(Carvajal etal., 2011) y el NO puede proteger contra el dafo oxidativo
aumentando las actividades de las enzimas antioxidantes (Wills et al., 2015;
M. Xu et al., 2012; Z. Yang et al., 2012; Qitong Zhang et al., 2019; T. Zhang
etal., 2017). Por lo tanto, la capacidad antioxidante total medida por dos
métodos distintos, FRAP y TEAC, fue mayor en el tratamiento con NO
durante los primeros dias de almacenamiento en frio, y fue respaldada
también por una mayor cantidad de fenoles y un aumento en la actividad de
la enzima PAL. Una respuesta similar se observo después del tratamiento con
NO durante el almacenamiento en frio, en banana por Wang et al. (2013) y
cereza por Aghdam et al. (2019). La vitamina C (AsA) es un metabolito con
capacidad antioxidante y, en asociacion con otros componentes del sistema
antioxidante, protege del dafio oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2019; Noctor
& Foyer, 1998). En fruto de calabacin, la cantidad de AsA aumenté a lo largo
del almacenamiento en frio tanto en frutos tratados como en los controles, y
alcanz6 su punto méximo a las 6 h, encontrdndose una cantidad mayor en los
tratados con NO.

125



Capitulo I1.- Tratamiento postcosecha con NO

SOD, APX, GR y CAT se han categorizado como las principales
enzimas del sistema de defensa de contra las ROS, que desempefian un papel
primordial en la resistencia de los frutos al frio (Janské et al., 2010; S. Sharma
et al., 2020; Walker & Mckersie, 1993). Nuestros resultados mostraron que
un tratamiento con SNP produjo un incremento menor en los niveles de H>O»,
probablemente debido a un aumento en las actividades de GR, SOD y APX;
la menor concentracion de H2O; parece ser responsable de la disminucién del
dafio a nivel de membrana, medida como peroxidacion lipidica. La SOD
podria mejorar la capacidad del tejido para eliminar Oz-", produciendo H2O3,
que se elimina directamente mediante el ciclo ASC-GSH. Una alta actividad
APX /| GR es vital para mantener una relacion AsA / GSH éptima (Aghdam
et al., 2016; Rabiei et al., 2019). En Kkiwi tratado con NO, Zhu et al. (2008)
encontraron una reduccion significativa en la acumulacion de MDA y de
perdxido de hidrogeno, asi como un retraso en la disminucion de la cantidad
de AsA, ademas de un aumento en la actividad de SOD frente al estrés
producido durante el almacenamiento en frio. En Myrica rubra, F. Wu et al.
(2012) también mostraron una disminucién en la permeabilidad de la
membrana y la peroxidacion lipidica, asi como una mayor actividad de SOD
y APX, junto con una mayor capacidad antioxidante y cantidad de
compuestos fendlicos totales. Se observd el mismo comportamiento en
cultivares de Gerbera tratados con NO, mostraron un aumento en las
actividades SOD y APX; sin embargo, la actividad CAT no cambio
significativamente con respecto al control o fue mayor en la primera parte del
almacenamiento, disminuyendo posteriormente. Rabiei etal. (2019)
describieron, en el fruto de cereza tratada con SNP, una menor cantidad de
H->O> atribuido a la mejora en la actividad de enzimas de eliminacién de ROS
como SOD, CAT, APX y GR, lo que resulté en el mantenimiento de la
integridad de la membrana celular.

La prolina es un aminoacido que puede estabilizar la homeostasis
celular, actuando como un osmolito capaz de proteger a la planta de la pérdida
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de agua, estabilizar estructuras subcelulares y eliminar radicales libres,
mejorando la tolerancia al estrés abidtico y la recuperacion tras el estrés
(Ashraf & Foolad, 2007;G. Xu et al., 2007). En Arabidopsis, la acumulacién
de NO enddgeno indujo mayor tolerancia al frio (M. G. Zhao et al., 2009).
Las concentraciones elevadas de NO se asociaron con la acumulacién de
prolina y el aumento de la tolerancia al frio en esta planta. En tomate tras el
tratamiento con SNP, Zhao etal. (2011) describieron un aumento en el
contenido en prolina durante los primeros 20 dias de almacenamiento en frio,
produciéndose su disminucion al final del mismo. En banana se produjo una
respuesta similar, el contenido de prolina aumento en los frutos durante los
primeros 10 dias de almacenamiento, siendo significativamente mayor en los
tratados con SNP, para posteriormente disminuir (Y. Wang et al., 2013).

En calabacin, durante el almacenamiento a baja temperatura, se
detectaron diferencias significativas entre el control y los frutos tratados con
SNP solo después de 5 dias de almacenamiento en frio, tras lo cual estas
diferencias se igualaron. La acumulacion de prolina es parte del mecanismo
de defensa en las plantas cuando estdn expuestas al estrés, y esta se ha
observado en algunos frutos después de tratamientos que mejoran la
tolerancia al frio durante la postcosecha, como ocurre en pera (D. Li etal.,
2017), banana (Luo et al., 2015) y mango (Zhengke Zhang et al., 2017). En
el caso concreto de calabacin, tratamientos que mejoraron la calidad
postcosecha y la vida atil del fruto a baja temperatura como poliaminas
(Palma, Carvajal, Jamilena, etal., 2014; Palma etal., 2015),
preacondicionamiento (Carvajal et al., 2014) y GABA (Palma et al., 2019)
también provocaron un aumento del contenido en prolina. En estudios
anteriores, se describi6 en una variedad de calabacin tolerante a los DF, una
mayor acumulacion de prolina durante el almacenamiento en frio (Palma,
Carvajal, Lluch, et al., 2014).

Entre las poliaminas analizadas, fue la putrescina la Unica que
aumento en el fruto durante el almacenamiento a 4 ° C, aunque en los
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controles el aumento fue significativamente mayor que en los tratados con
NO. En estudios previos, se demostrd que el aumento de los niveles de
putrescina se debe al estrés provocado por el almacenamiento en frio,
observandose niveles inferiores en las variedades de calabacin tolerantes a la
frigoconservacion. Esta reduccion se debe al uso de la putrescina como
sustrato para la sintesis de otros metabolitos asociados con la tolerancia al
frio, modulando los niveles de otros compuestos como el GABA (Palma,
Carvajal, Jamilena, et al., 2014; Palma et al., 2019).

En conclusion, el NO, debido principalmente al ciclo ASC-GSH,
parece desempefiar un papel regulador en el equilibrio antioxidante, en el
fruto de calabacin durante la primera parte del almacenamiento en frio,
manteniendo la homeostasis redox celular. EI NO disminuye los sintomas de
dafios por frio, mejorando la calidad postcosecha del fruto de calabacin
durante el almacenamiento a baja temperatura.
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111.1. INTRODUCCION

Los factores de transcripcion MYB representan una familia de
proteinas que presentan un dominio conservado de unién al ADN,
particularmente las plantas poseen una subfamilia caracterizada por un
dominio MYB de tipo R2R3 diferenciado por las repeticiones en sus
secuencias (Stracke et al., 2001). Los genes de esta subfamilia se expresan
diferencialmente en los distintos tejidos de la planta y muestran especificidad
frente a diferentes condiciones fisioldgicas, entre ellas el estrés abidtico, lo
que indica su gran potencial regulador (Dubos etal., 2010; Kranz et al.,
1998).

A partir de estudios transcriptomicos de variedades de C. pepo
contrastantes respecto a la tolerancia de sus frutos al frio durante la
postcosecha, nuestro grupo ha seleccionado numerosos genes candidatos a
regular la tolerancia al estrés por frio (Carvajal et al., 2018). Entre estos genes
cabe destacar el perteneciente a la familia R2R3-MYB, denominado
MYB106-like, que mostré una elevada expresion en frutos de la variedad
tolerante frente a los de la variedad sensible.

En Arabidopsis thaliana el homdlogo al gen MYB106-like funciona
como un represor del crecimiento de células epidérmicas y regula
negativamente la formacion de tricomas ramificados (Jakoby et al., 2008).
Sin embargo, este factor de transcripcion no solo actta como un regulador
negativo sino también como activador del crecimiento celular, promoviendo
la expansion de tricomas en A. thaliana (Gilding & Marks, 2010). Oshima
et al. (2013) describieron la implicacion de este gen en la formacion de
nanocrestas de la cuticula en pétalos y estambres, y en la morfogénesis de
tricomas en Organos vegetativos. Estos autores destacaron la coordinacion de
este gen con otros factores de transcripcion como WIN1/SHN1, que
participan en la regulacion de la biosintesis de la cuticula y la acumulacion de
cera en los 6rganos reproductivos.
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Mediante estudios transcriptomicos sobre el efecto de las bajas
temperaturas se ha detectado un incremento en la expresion de genes
relacionados con la sintesis de cuticula en condiciones de estrés por frio.
Teniendo en cuenta la relacion de MYBZ106 con la formacién de la cuticula,
y debido al incremento de expresién de este gen en frutos durante su
conservacion en frio en la variedad tolerante, se ha propuesto este gen como
candidato asociado a la tolerancia al frio. Por ello se ha acometido el estudio
de la expresion de MYB106-like en distintos tejidos, variedades y
condiciones fisiologicas y su caracterizacion.

111.2. RESULTADOS

111.2.1. Estudio de la expresion en fruto del gen MYB106-like

Para validar los resultados obtenidos en el estudio transcriptomico y
obtener una vision general de los cambios de la expresion del gen en el fruto
a lo largo del periodo de estrés por frio, se analizd su expresion en dos
variedades de C. pepo con distinto comportamiento frente al frio, la variedad
tolerante Natura y la variedad sensible Sinatra. Frutos comerciales recién
cosechados de ambas variedades se almacenaron en frio durante 14 dias tras
los que se analizd la expresion de MYB106-like (Fig. I11. 1).

Se observaron diferencias significativas a nivel de expresion entre las
dos variedades contrastantes. Los niveles de ARNm en el fruto de Sinatra
fueron casi imperceptibles durante todo el estudio, tanto antes del
almacenamiento como tras la exposicion a baja temperatura. En la variedad
tolerante Natura, la expresibn aumentd drasticamente durante el
almacenamiento en frio, detectando un maximo a los 10 dias, y con unos
niveles 45 veces mayores a los analizados en frutos recién cosechados y
también en frutos de la variedad Sinatra a 10 dias de postcosecha.
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FRUTO C. PEPO

0,04
A
© Natura }
=]
o 0,03 | M Sinatra
=
S B
=
S 002 I
c
'S
g
o
2 0,01 C
T
C ¢ cC C C C C
0 = _ ——
0 1d 5d 10d 14d

Tiempo de exposicion a 4 °C

Figura I11. 1. Expresion relativa del gen MYB106-like en frutos de las variedades Natura y
Sinatra almacenados a 4 °C. Datos representan las medias + ES de réplicas triplicadas de 6
frutos. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con el test estadistico
Fisher (p < 0.05).

111.2.2. Estudio de la expresion del gen MYB106 en plantas de
C. pepo

Para estudiar y entender la relacion entre el estrés por frio y el gen
MYB106, se analizo la expresion en plantas de las dos variedades de C. pepo
contrastantes, Natura y Sinatra. La expresion del gen se estudio en distintos

organos de la planta antes y durante 14 dias de exposicion a baja temperatura
(Fig. 111. 2).

En el meristemo, la expresion del gen en ambas variedades fue muy
similar mostrando en general una tendencia decreciente desde el inicio de la
exposicion al frio hasta el final del mismo (Fig. 111. 2A). Sin embargo, destaca
un pico a los 3 dias en la variedad tolerante, volviendo a valores de expresion
semejantes a los hallados antes del estrés, para de nuevo disminuir a partir el
quinto dia de manera significativa. En la variedad sensible se produjo una
fuerte reduccidn de la expresion que disminuyo significativamente en un 50
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% tras 6 horas de almacenamiento en frio, esta expresion se mantuvo hasta
los 3 dias, para posteriormente disminuir hasta los 14 dias.

En cuanto a la expresion en hoja joven (Fig. I11. 2B), para Natura se
observo la misma tendencia que en el meristemo, incluyendo el aumento a los
3 diasy su declive a los 14 dias. Sin embargo, cabe destacar que en la variedad
sensible Sinatra a pesar de seguir también la misma tendencia en general de
descenso en el meristemo, aunque se observa un pico a los 3 dias de
almacenamiento mayor que el detectado en Natura.

Natura B Sinatra
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S AB AB I
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Tiempo de exposicion a 4 °C
Figura I11. 2. Expresion relativa del gen MYB106-like en el meristemo (A) y hoja joven
(B) almacenados a 4 °C. Datos representan las medias = ES de réplicas triplicadas de tres

?)i%‘tlitas. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con el test estadistico
Fisher (p < 0.05).
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111.2.3. Estado de las plantas durante el almacenamiento en

frio

Las plantas de 1 mes y medio de edad mostraron una tendencia a la
disminucion en el contenido de pigmentos a lo largo del tiempo durante el
almacenamiento en frio, sin que se detectaran diferencias entre variedades
(Tabla I11. 1). Con respecto al contenido de H.O> (Fig. Ill. 2), tampoco se

observaron diferencias entre variedades.

Tabla I11. 1. Contenido en pigmentos en hoja joven de dos variedades de C. pepo. Datos
representan las medias + ES de réplicas triplicadas de tres plantas. Letras diferentes indican

diferencias significativas de acuerdo con el test estadistico Fisher (p < 0.05).

Diasa 4 °C Variedad Clorofila A Clorofila B Caroter!os y
xantofilas
0 Natura 7,332 1,592 2,428
Sinatra 6,732 1,432 2,19%
5 Natura 4,23° 0,8° 1,75¢
Sinatra 4,320 0,85° 1,62¢
» Natura 3,630¢ 0,71° 1,80¢
Sinatra 3,07¢ 0,69° 1,63¢
500 PEROXIDO DE HIDROGENO
Natura AB A
400 M Sinatra » I A
- }ABC
2 300 cb CD
g
E 200
100
0
14d

Tlempo de exposmlén ad4°C

Figura I11. 3. Contenido en perdxido de hidrogeno en hoja joven de dos variedades de C.
pepo. Datos representan las medias + ES de réplicas triplicadas de tres plantas.
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111.2.4. Estudio in silico del gen MYB106-like de C. pepo

La secuencia nucleotidica del gen MYB106-like fue obtenida en la
plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Gen ID:
111791574). EIl gen se encuentra en la hebra sentido del cromosoma 3. El
modelo genico muestra una organizacion en 4 exones y 3 pequefios intrones.

La secuencia correspondiente al ARN mensajero para el gen MYB106-
like se compone de 808 nucleétidos (GenBank NCBI) (Fig. Ill. 4). Esta se
analizo mediante el software ExPasy translate tool obteniéndose una proteina
ininterrumpida de 215 amino&cidos.

L C ¥ I O M EF 5 P R R H K S5 G L KK & F W T PEEETD
1 CTIGTGTTATATCCARRTG CTCTCCTCGCCGCCACRAGTCAGEETTGARG GCCATGGACGCOGGRAGRAGR EO
1 GRCACRATATAGGTYLL GEAGAGGRGCGECEETGTITCAGTCCCARCTTCTTTICCCGETRACCTECGECCTICTICT EO
H KL L A ¥ I 0 Q H G HE G 5 WHRTULUPEPFPEHKA AWTIGULE R
g1 CCRCARACTCTTEECTTACATTCAGCAGCATGECCATEERAGCTGECCARCCTTGCCACC GARRECCECACT CGRAGCEAT 160
g1 GEIGTTTCRGARCCGRATGTARGT CGTCGTACCESTACCTICGRACCECTIGEARCGETGGLTITCCGCCTGRAGCTCGOTR 160
Cc 6 K5 ¢ R L ERWTDHN Y LEREPEDTIH KRG KT F S5 L HE E
18l GIEERRACRETTETRAGACTICGAT GEACGRAATTACCTCCGACCCGRCATCAR R L CAGEARRATTTAGTTTGCACCRARGAG 240

16l CRCCTTTCTCARCATCTGRARGCTACCTIGCT TARTGGRAGGCTGGECTGTAGITTICTCC 240
¢ A I VvV Q L HALULTGDM NI ERWWS5S AR I ATHILUPZ KU RTITTLDHN
241 CRRGCGATCETTCARCTTCATGCACTCCTCGGRAACAGGTEGTCAGCEATAGCGACCCATTTACCTRARRGRACCGLTAR 320
241 GTTCGCTAGCARGTTGRAAGTACGT GAGGAGCCTITEGTCCACCAGTCGCTATCGLTGGETARATGEATTTTCTTGCCTATT 320
E I K N ¥ W H T HM K K EKILTI KM GE I D P I T HEK F
3zl CGREATCARGRACTACTGGARCACGCATATCARCGARLE GATCLARARTG AGATCCRAATCRCTCACRRRACCAR 400
321 GCICTAGTTCTTGATGACCTTGT GCGTATACTICTITTTCGACTAGTTTTACCE TCTAGGTITAGTGAGTGTTITGETT 400
I ¥ " " E E ¢ N N M ¥ 5 T L T H M AOQWETZZERL E &
401 TIARGRACAATGRRGRLCARRACARTATGRACTCCACCCTCACCCACATGECTCARTEGGRARACEECTCE GRRGCC 480
401 ARTTCTTGTTACTICTTGTITTGTI TATACT TGACETGEGRAGTGECTETAL GTTRCCCTTIGCCGAGCC CTTCGEG 480
E E R L & R Q0 5 KL QP I P 5 A N QQNUPFP Y G 5 5 G G E
481 GRRGRRCGRCTCGCTICEGACRRTCCARGCTGCARCCARTTCCATCAGCCARTCARARCCCATATGETTCTTCAGGCGGLGR 560
481 CTICTTGCTGAGCGAGC TG T TAGE T TCEACETIGET TARGETAGTCGETTAGTITTGECTATACCARGARGTCCGCCELT 560
E 5 PP T T 5 5 T AR ARG G D QULUP S5 53 D 5 K NN W WD
58l GGRGT CTCCARCGRCGTCGICTACGGCCGLCGETGECEAT CARCTGCCETCETCOGRCAGCARGAACRRCTEETGEGACR 640
Sel CCTCAGAGGTTGCTGCAGCAGAT ECCEECEECCACCECTAGT TGACGECAGCAGCCTETCETICTTGTTGACCACCCTET 640
T I L G &6 E * i K * ¥ F I Y *# * W K K K M T 0 K L I
&4l CCATTCTCGECGECGAGT GATSGAAGTGAGTTITTATTTATTARTGATCGARARRGALAATCACCCARRARTTALTT T20
&41 GGTARGRAGCCGCCGCTCAL CTTCACT AR A TR A A TR ATTACTACCTTTITCTTTTACTGEGTTTTTARATTAR 720
M I F 6 8§ Y ¥ F & W * ¢ K CE 5 L I ¥ W ¥ ¥ ¥ Vv F K L
721 ATGRTTTTCEGARR T T AT AT T T TGGERAT TR TGTARGT CTGARAGT TTCATITACRATTATTATTATGTTTTIRARATT EQD
721 TR AR GCCTTTAR T AR T AR A CCCTTART TACATTCACACTTTCARACTARATGT TARTARTARTRACARARRTTTAR EQD
I 5
g0l ARTTICTR B03
a0l TTRRAGAT E0E

Figura I11. 4. Secuencia ADNc correspondiente al ARNm del gen MYB106-like de C. pepo
y la secuencia aminoacidica correspondiente. Cuadro negro sefiala la metionina de inicio y el
gris sefiala la localizacion del coddn de stop. Realizado mediante software Bioedit.
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111.2.5. Analisis de similitud e identidad para la proteina
MYB106-like de C. pepo

En la tabla Ill. 2. se muestra una serie de proteinas ortélogas con
respecto a MYB106 de Cucurbita pepo, halladas mediante NCBI y
UNIPROT, donde se detalla la especie, el nimero de accesion y el porcentaje
de identidad.

Tabla. I11. 2. Resumen de similitudes por alineamiento de la proteina MYB106-like mediante

la herramienta BLASTp NCBI. %
Especie Descripcién Identidad Accesion
Cucurbita moschata | Transcription factor MYB106-like 100.00 XP_022934712.1
Cucurbita maxima transcription factor MYB106-like 98.60 XP_022983871.1
Cucumis melo Transcripti.on factor MYBT76-like 76.39 XP_008443378.1
isoform X2
Cucumis sativus Transcription factor MYB106 75.63 XP_004136689.1
Solanum tuberosum Myb-related protein 306-like 77.65 XP_006338434
Capsicum annuum Myb-related protein Hv1-like 77.65 XP_016561384
Olea europaea var. . :
sylvestris Transcription factor MYB16-like 77.65 XP_022857955
Citrus sinensis Transcription factor MYB16 77.06 XP_006482628
Momordica charantia | Transcription factor MYBZ16 like 74.70 XP_022134455
Solanum lycopersicum Transcription factor MYB16 74.70 XP_004239393
Phoenix dactylifera Transcription factor MYB106-like 76.47 XP_008783569
Brassica napus Transcription factor MYB106 62.50 XP_013640325
Arabidopsis thaliana Myb domain protein 106 76.92 NP_001326423
Vitis vinifera Transcription factor MYB106 69.27 RVW84119
Durio zibethinus Transcription factor MYB106-like 63.93 XP_022775777
Ananas comosus Transcription factor MYB34-like 75.88 XP_020082966
Morus notabilis Transcription factor MYB16 77.06 XP_010088130
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Para entender la relacion y similitud entre la secuencia del factor de
transcripcion MYB106-like de calabacin y el de otras especies, se construyé
un arbol filogenético que mostré una muy alta relacion entre las proteinas de
distintas especies de la familia Cucurbitaceae, formando un Unico nodo que
se dividio en dos coincidiendo con los géneros Cucurbita y Cucumis (Fig. 11I.
5)

C.pepo_MYB106-like 4@
C.moschata_ MYB106-like
C.melo_ MYB76-like
C.sativus_MYB76

( IC.-axin_MYBlOG—lim
L |

B.napus_MYB106

I: A thaliana MYB106
S.tuberosum_MY B306-like
C.anmmum_MYBHv1-like

O.europea_MYB16-like

l_ C.sinensis_ MYB16
M.notabilis MYB16
M.charantiaMYB16-like
P.dactylifera MYB106-like
V.winifera MYB106

S.lycopersicum_MYB106-like
D.zibethinus_MYB106-like
A.comosus_MYB34-like

0.05

Figura I11. 5. Arbol filogenético del factor de transcripcion MYB106-like y otras proteinas
relacionadas. Flecha sefialando la localizacion del factor de transcripcion en C. pepo. Familia
Cucurbitaceae (cuadro gris claro). Género Cucurbita (gris oscuro). PhyML, TreeDyn.

La construccion de un alineamiento mdultiple con las secuencias
aminoacidicas mostr0 una gran conservacion en los primeros 120
amino&cidos correspondientes a las repeticiones R2R3 caracteristicos de este
grupo de proteinas (Fig. I11. 6). Esta zona altamente conservada corresponde
al dominio de union con el ADN diana.
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C.moschata_MYB 106-ike/1-215
C.maxima_MyB 108ike/1-215
S.tuberosum_MYB30&ikes1-417
C.annuum_MYBHv 1Hikes1-415
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111.2.6. Caracteristicas de la proteina MYB106-like

El andlisis de la proteina MYB106-Like confirm6 una estructura
secundaria tipica de la familia R2R3MYB. Cada repeticion, R2 R3, estaba
compuesta por entre 50-53 aminoacidos con la estructura secundaria
caracteristica de hélice-hélice-giro-hélice (Figura I1l. 7A). Estas repeticiones
se confirmaron como dominios proteicos conservados MYB-Like al
analizarlas mediante las bases de datos PROSIDE y Pfam (Fig. I1l. 7B). La
estructura terciaria modelizada in silico (SWISS-MODEL) proporciond tres
posibles modelos estructurales para la proteina problema con un alto valor
QMEAN, indicando la alta fiabilidad de los modelos propuestos (Fig. I11. 7C).

A Hélice Coil
lmmnnumnuﬂummlummguﬂﬂmnuumiﬂhﬂuiﬂlmqiﬂﬂﬂl | | M.INJ
i 100 150 20
B
3 an an 120 150 130 z1n
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QMEAN: -0,67 QMEAN: -5,43 QMEAN: -4,14

—

: T,
2

S

Figura I11. 7. A. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina MYB106-like C. pepo.
realizado mediante I-TASSER (Zhang Lab. University of Michigan). B. Dominios
conservados identificados mediante Pfam. C. Modelos 3D de estructura terciaria para Myb106-like
con el valor de fiabilidad (SWISS-MODEL).
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111.2.7. Estudio del interactoma de MYB106

Las funciones de esta proteina se pudieron caracterizar como parte de

algunos procesos bioldgicos estando implicado en el desarrollo de la

epidermis, diferenciacion celular y de tricomas, entre otras funciones. Existen

numerosas evidencias de la relacion de este factor de transcripcion con otras
proteinas como HDG2 o SHN1, esta ultima es una proteina de union a ADN.
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Figura I11. 8. Diagrama de interacciones en A. thaliana de MYB106 con otras proteinas creado
mediante el software STRING.
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111.3. DISCUSION

El FT MYB106-like fue seleccionado como un posible candidato
implicado en la tolerancia al frio gracias a un estudio transcriptomico previo
del grupo de investigacion comparando variedades con distinta sensibilidad
frente a este estrés (Carvajal et al., 2018).

Debido a la ausencia de informacion sobre este factor de transcripcion
y su importancia en C. pepo, se ha abordado una caracterizacion funcional de
dicho gen. La expresion en el fruto siguié una dinamica totalmente distinta a
lo que posteriormente se observé en hoja y meristemo. En ambas variedades
la expresion del gen fue muy baja al inicio del estrés, pero fue en la variedad
tolerante Natura donde a los 10 dias de exposicion a 4 °C se produjo un gran
pico de expresion superior a los valores que se observaron en los otros tejidos.
Estos datos corroboraron los resultados obtenidos en el estudio
transcriptomico realizado por Carvajal et al. (2018), y permitieron analizar la
evolucion de la expresion a lo largo del tiempo. S. Yang etal. (2018)
determinaron también una expresion diferencial entre distintos tejidos C.
sativus del homologo CsMYB6, como hoja joven, tallo, raices, destacando la
expresion en ovario.

A diferencia del fruto durante el almacenamiento en frio, la expresion
del gen tanto en hoja como en meristemo fue muy similar entre ambas
variedades a lo largo de la exposicion al frio. En ambos tejidos en la variedad
tolerante, se observd como a los tres dias de exposicion los valores de
expresion aumentaron, para después disminuir a largo plazo. Datos similares
obtuvieron L. Zhang et al. (2012) en plantulas de trigo a 4 °C, donde aumento
de la expresion a lo largo de las primeras 72 horas. En plantulas de Pinus
sibirica sometidas a un estrés a temperaturas de -20 °C, Zhao et al. (2020)
observaron un aumento de la expresion del gen MYB106 durante las primeras
24 horas.
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Durante el periodo de estrés por frio no se observaron cambios
aparentes en las plantas, aunque si se observo una tendencia de disminucion
en el contenido de clorofilas, que podria indicar una reduccion en el
metabolismo fotosintético. En plantulas de brécoli y rabano, Paradiso et al.
(2018) observaron que tras 13 dias a 5 °C no se encontraron diferencias en el
contenido total de clorofilas, debido tal vez a que estas plantas permanecieron
en oscuridad durante todo el almacenamiento.

Para caracterizar el FT MYB106-like de Cucurbita pepo, se realizo
ademas un andlisis in silico mediante una serie de herramientas
bioinformaticas. EI gen codifica una proteina de 215 aminoacidos con un
elevado porcentaje de identidad con las especies del mismo género C.
moschata y C. m&xima. Este factor de transcripcion se clasifico dentro del
subgrupo 9 de esta familia ya que presentaba unos motivos caracteristicos de
10 y 22 aminoéacidos descritos por Kranz etal. (1998). El alineamiento
maltiple permitid caracterizar la secuencia consenso conservada,
identificandose las repeticiones R2R3 propias de la familia MYB. Estas
repeticiones comprendian una estructura secundaria especifica de hélice-
hélice-giro-hélice (HTH) caracteristica de estas proteinas, el giro es necesario
para la formacion del dominio de union al ADN (Matus et al., 2008). Los
dominios proteicos conservados fueron del tipo MYB-like pudiéndose unir
tanto a ADN (dominio MYB) como a proteinas (dominio SANT) (Boyer
etal., 2004).

La falta de informacion funcional de este FT en cucurbitaceas y méas
concretamente en C. pepo, nos llevo a estudiar sus funciones en A. thaliana,
(Hruz et al., 2008; Katiyar et al., 2012; Ma et al., 2005; Zimmermann et al.,
2004). Este analisis mostré que este gen se expresaba en todos los estadios
del desarrollo de la planta de Arabidopsis. Kranz et al. (1998) confirmé
también una expresion diferencial de los FT R2R3-MYB entre los distintos
tejidos, ademas de responder de forma distinta a las condiciones fisioldgicas,
lo que indicé el gran potencial regulador de estos FT. Yanhui et al. (2006)
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mostraron que la mayoria de los genes MY B respondian a las condiciones de
estrés.

Se ha descrito una co-expresion del gen MYB106 con otros genes
como HDG2. El gen HDG2 codifica una proteina de la familia HD-ZIP 1V,
su mutacion en Arabidopsis produjo tricomas con apariencia vidriosa en
comparacion con los de tipo salvaje, sin afectar al nimero de ramificaciones
(Marks et al., 2009; Peterson et al., 2013).

Otra de las interacciones destacadas es la que se sefiala con el gen
SHN1/WIN1. Ambos genes, MYB106 y SHN1/WIN1, han sido catalogados
como algunos de los principales reguladores transcripcionales en la
biosintesis de la cuticula (M. He et al., 2018). Oshima et al. (2013) mostraron
que MYB106 y WINL1/SHN1 regulan conjuntos similares de genes. Sus
resultados indicaron que la cascada reguladora de proteinas similares a
MIXTA (MYB106-MYB16) y WIN1/ SHN1 regulan coordinadamente la
biosintesis de cutina y la acumulacion de cera, destacando a MYB106 como
regulador de la expresion de WIN1/SHNL.

Demostrada la relevancia funcional del gen MYB106 en otras
especies, y habiéndose estudiado en profundidad su expresion quedando
patente su posible implicacion frente al estrés por frio en calabacin, el
siguiente paso necesario era su evaluacion funcional mediante el uso de
técnicas biotecnoldgicas.
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IV.1. INTRODUCCION

Los virus de ARN de plantas son una herramienta eficiente para la
sobreexpresion y silenciamiento de genes enddgenos. Esta tecnologia es de
gran utilidad para conocer la funcién de determinados genes en el desarrollo
y las respuestas de defensa frente al estrés en las plantas. Por otro lado, el
silenciamiento génico inducido por virus también es una técnica rapida y
eficiente de genética inversa para la regulacion negativa de los genes diana
(Robertson, 2004; Shoresh et al., 2006).

El virus del mosaico amarillo del calabacin (ZYMV, género
Potyvirus, familia Potyviridae) es uno de los principales patdégenos de las
cucurbitaceas en todo el mundo (Messelink et al., 2020). Los sintomas de la
enfermedad causados por ZYMV a menudo incluyen amarillamiento, retraso
en el crecimiento, deformaciones de las hojas con ampollas de color verde
oscuro y mosaico. En el caso de infeccion temprana, se observan graves
pérdidas de rendimiento de los cultivos como resultado de problemas de
desarrollo o deformacion de la fruta (Desbiez & Lecoq, 1997; Gal-On, 2007).

Para su transmision por afidos el ZYMV necesita la presencia de un
triplete de aminoacidos (Asp-Ala-Gly) proximo al extremo N-terminal de la
proteina de la capside (CP), ya que una mutacion en esta region impide la
transmision del virus (Gal-On etal., 1992). También se sabe que la
sustitucion de Arg por lle en la posicion 180 del dominio Phe-Arg-Asn-Lys
(FRNK), un dominio muy conservado gue se encuentra en la region HC-Pro,
es la responsable de la modificacion de la sintomatologia provocada por el
virus, pasando a ser leve o incluso asintomatica, dando lugar a un virus
atenuado, sin que esto afecte a la infectividad del virus ni a su movimiento
sistémico en la planta (Gal-On, 2000).
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Para poder utilizar el ZYMV como un sistema de expresion de genes
en cucurbitaceas, se disefid un vector recombinante ZYMV-AGII a partir de
un ZYMV atenuado (Gal-On, 2000). ZYMV-AGII es un sistema que se ha
utilizado con éxito para la sobreexpresion de varios genes en cucurbitaceas
(Aly et al., 2005; Arazi et al., 2001, 2002; Shoresh et al., 2006). A diferencia
de otros vectores virales conocidos, que causan enfermedades graves a las
plantas hospedadoras, este vector no provoca un fenotipo grave ni un
deterioro del desarrollo como el causado por la cepa salvaje del virus; de
hecho, los sintomas en pepino y en calabacin son generalmente leves (Gal-
On, 2000).

IV.2. RESULTADOS

1V.2.1. Construccion de los vectores viricos

A partir del vector virico ZYMV-AGII se realizaron los distintos
constructos (Tabla IV.1), como se detalla en el apartado 3.9 de material y
métodos. Todas las construcciones fueron secuenciadas para posteriormente
proceder a la infeccidn de las plantas por biolistica.
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Tabla IV. 1. Resumen de los distintos vectores viricos utilizados.

Nombre . »
- Caracteristicas Funcién
vector virico

ZYMV-AGII- Vector virico
ZA Control
atenuado

ZA-GFP Virus atenuado con la proteina GFP Control

Virus atenuado con la secuencia del

ZA-sobre . >
gen MYB106-like completa Sobreexpresion

Virus atenuado con la secuencia del

ZA-SobreHA gen MYB106-like completa con el

epitopo HA

Sobreexpresion y control
de expresion proteina

Virus atenuado con parte de la

ZA-Silen secuencia del gen MYB106-like en Silenciamiento
antisentido

Vector virico no atenuado con la

ZF-Sobre secuencia del gen MYB106-like Control

completa

IV.2.2. Infectividad, expresion y estabilidad de los vectores
virales

Para comprobar la efectividad de la transformacion, se extrajo ARN
de hojas de plantas infectadas con las construcciones anteriores y se realizo6
la comprobacion mediante PCR, los resultados se muestran en (Fig. 1V.1).
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1131

1104 1104

674

Figura 1V.1. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR comprobacién de las plantas
infectadas utilizando los cebadores BestF y BestR. (L) Marcador de peso molecular; A.-(1,2)
ZA-SobreHA,; (3,4,5,6) ZA-Sobre; (7,8) ZA-Silen; (9) Control negativo. B.- (1) ZF-Sobre;
(2) Control negativo; C.- (1,2,3,4,5) ZA,; (7) Control planta sin infectar; (8) Control negativo;
(9) ZA-GFP.

Se analiz6 el procesamiento de la proteina introducida por el vector
para la sobreexpresion en tejidos sintomaticos de plantas de calabacin
infectadas con el vector ZA-SobreHA mediante western blot.

Para ello se utilizd un anticuerpo especifico frente al péptido
hemaglutinina (Hemaglutinin, HA) del virus de la gripe. Se observaron
bandas positivas en las plantas infectadas, no observandose las mismas en los
controles sin infectar y aquellos infectados con el virus atenuado ZA (Fig.
IV.2).
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1 2 3 4 5 6

Figura I1VV.2. Anélisis western blot de proteinas expresadas en plantas de C. pepo mediante
el uso de anticuerpo anti-HA. (1, 2) Plantas control; (2, 3) plantas infectadas con el vector
ZA-SobreHA,; (5, 6) Plantas infectadas con el vector virico control ZA.

I1V.2.3. Efecto de los vectores viricos sobre la expresion del gen
MYB106 en plantas de calabacin

Se analiz6 mediante RT-PCR semicuantitativa la expresion del
MYB106-likeen las plantas infectadas para observar si se producian cambios
en su expresion (Fig. IV. 3). Tanto en el caso del silenciamiento como en la
sobreexpresion, se produjeron variaciones en la expresion del gen (Fig. IV.
3). Esta se redujo notablemente, alrededor de un 75 %, en las plantas
infectadas con el vector virico para el silenciamiento (ZA-Silen). En plantas
infectadas con el vector de sobreexpresion, con o sin el epitopo HA, se
produjo un aumento de la expresion, llegando a ser un 65 % mayor que en las
plantas control. La infeccidn con los vectores viricos control (vacio y con el
inserto del gen que codifica para la GFP) no provocaron cambios en la
expresion del MYB106.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

MYB106

Figura 1V. 3. Andlisis mediante RT-PCR semicuantitativa de la expresién de MYB106 en
hojas de calabacin. Hojas de plantas infectadas con los vectores viricos: ZA-Silen (1,2,4);
ZA-GFP (3); ZA-Sobre (5,6); ZA-SobreHA (7); ZA (8,9,10); Control sin infeccién virica
(11,12,13). 153
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IV.2.4. Fenotipo de las plantas infectadas

Tras la infeccion de distintas variedades, Sinatra, Natura, Cavili y
Cora, con los vectores viricos utilizados no se detectaron diferencias
fenotipicas entre variedades.

La construccion con el vector no atenuado, ZF-Sobre, a los 15 dias
post-infeccion (dpi) provoco sintomas muy leves, y tras 28 dias los sintomas
fueron mas aparentes y severos, con hojas cloroticas y deformadas, e incluso
inhibio de crecimiento de la planta (Fig. IV. 4).

En el caso de las plantas de C. pepo infectadas con el vector atenuado
control (ZA) se observaron sintomas muy leves a los 15 dpi, presentado un
aclaramiento en los nervios de las hojas. A los 28 dias los sintomas eran mas
visibles mostrado un dibujo en mosaico que no afect6 a la forma de las hojas
y tampoco al normal crecimiento de la planta (Fig. 1V.4).

El fenotipo de las hojas pertenecientes a plantas infectadas con ZA-
Silen, vector virico utilizado para el silenciamiento del gen MYB106 (Fig. IV.
4), no sufri6 cambios destacables entre las 2 y 4 semanas. En ambas
ocasiones, la morfologia de las hojas fue similar y presentaron un color
uniforme, sélo a los 28 dias presentaban una clorosis muy tenue en los
nervios, similar a lo encontrado en algunas hojas de plantas infectadas con el
vector virico vacio.

El vector virico para la sobreexpresion del MYB106, ZA-Sobre,
provocoé diversos mosaicos en las hojas del calabacin. A los 15 dpi (Fig. IV.
5) los sintomas provocados por el virus fueron leves, y los mosaicos
cloréticos casi inapreciables. Tras 28 dias de infeccidn, las plantas
presentaban distintos motivos en sus hojas que eran mucho méas evidentes
(Fig. IV. 6), observandose desde punteaduras, manchas cloroticas sélo en las
partes externas (Fig. IV. 6A) a clorosis generalizada similar a la encontrada
con el vector control ZA (Fig. IV. 6C) y clorosis leves rodeando a los nervios
secundarios de la hoja (Fig. IV. 6F).
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ZF-Sobre

ZA

ZA-Silen

Figura 1V. 4. Hojas de plantas de C. pepo infectadas con los vectores viricos ZF-Sobre,

ZA 'y ZA-Silen alos 15y 28 dpi.
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hi &

Figura IV. 5. Hojas de C. pepo infectadas con la construccion ZA-Sobre tras 15 dpi.
A B ' !
| )
C
Figura IV. 6. Diversidad de mosaicos presentados en una Unica planta de C. pepo infectada
con la construccién ZA-Sobre a los 28 dpi. Hoja totalmente expandida con una clorosis
muy leve en zonas externas (A). Hoja adulta con clorosis de tipo punteado localizada en la

zona central de forma més intensa (B, D). Hoja en desarrollo con clorosis severa
generalizada (C) y clorosis distribuida en las zonas de los nervios (E). Barra 1 cm.

156



Resultados y discusién

La otra construccion control de la infeccion ZA-GFP, mostro sintomas
iguales a los expresados por el vector virico vacio ZA (Fig. IV. 7F-G). Para
comprobar la correcta expresion de la proteina GFP, se observaron hojas
mediante microscopia de fluorescencia detectado la presencia de esta enzima
en las hojas infectadas (Fig. IV. 7).

A

Figura IV. 7. Imagenes de microscopia de fluorescencia. Hoja control sin infeccion (A)
imagen sin filtro de fluorescencia y con filtro para excitacién de GFP (B). Hoja de planta
inoculada con la construccion ZA-GFP sin (C) y con filtro. (E)Aumento 20X. Hojas tras
15 dpi (F) y 28 dpi (G) con el vector ZA-GFP.
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Por otra parte, para detectar la localizacion de las proteinas GFP y por
tanto del vector viral AGII en la hoja, estas se analizaron visualizandolas bajo
luz UV (Fig. IV. 8), con lo que se pudo observar que la localizacion no era
uniforme, detectandose zonas con mayor intensidad de infeccién. Cabe
destacar que las zonas cloroéticas de la hoja no correspondian con las zonas de
mayor presencia de GFP.

Figura IV. 8. Imégenes bajo luz UV de una hoja control (A) e inoculada con la construccion
ZA-GFP (B) de C. pepo.

IV.2.5. Analisis de los sintomas provocados por el vector de
sobreexpresion en el fruto de calabacin

Las plantas de calabacin de la variedad Cora tras un mes y medio
desde la infeccion con la construccion de sobreexpresion ZA-Sobre seguian
expresando el gen diana correctamente, hecho que se comprobé mediante
PCR semicuantitativa. La presencia del virus era visible en la planta y ademas
se corroboro la sobreexpresion del gen MYb106 en las hojas tras este tiempo.

Para valorar la efectividad de la infeccion en frutos, se evaluaron éstos
a los 2-3 dias postantesis en la variedad Cora.
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El estudio por RT-PCR semicuantitativa de frutos de plantas
infectadas por el vector ZA-Sobre confirm6 la presencia del mismo tanto en
el mesocarpo como el exocarpo del fruto (Fig. V. 9A-B), observandose una
banda de igual tamafio e intensidad en todos los frutos analizados y que no
aparecia en los frutos control de plantas no infectadas.

En cuanto a la expresion del gen MYB106, en los frutos control fue
muy baja en comparacién con los frutos infectados que tenian una alta
expresion del gen, lo que confirmaba la sobrexpresion del gen MYB106 tanto
en el mesocarpo como en el exocarpo del fruto (Fig. IV. 9). Cabe destacar que
no se observaron diferencias en el nivel de expresion del gen entre los
distintos frutos infectados.

El crecimiento y desarrollo de los frutos fue normal, sin sufrir graves
deformaciones ni clorosis, como se observa en la figura 1V. 10. En el
mesocarpo del fruto no se observé ningun fenotipo especifico del virus (Fig.
IV. 10), a pesar de su presencia patente mediante RT- PCR semicuantitativa
(Fig. 1V. 9). En el exocarpo, sin embargo, si eran notables las zonas con
coloracion en mosaico y pequefias deformaciones o hundimientos (Fig. 1V.
11).

Una vista més en detalle del exocarpo del fruto (Fig. IV. 11) permitio
observar como las deformaciones se desarrollaron de forma muy leve en los
frutos jovenes (2-3 dias postantesis) (Fig. IV. 11.B-C). En cambio, en
aquellos frutos méas avanzados en el desarrollo (5-6 dias postantesis) (Fig. V.
11D) estas deformaciones fueron méas pronunciadas en la zona de cierre
pistilar, dificultando una futura evaluacion de los frutos durante la
postcosecha.

En la evaluacién del nimero de tricomas del exocarpo de los frutos
infectados con ZA-sobre no se observaron diferencias significativas con
respecto a los frutos control sin infectar (Detalle de los tricomas Fig. IV. 11).
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A. MESOCARPO

Cl C2 C3 C4 V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8

1 MYB106

2 ZYMV-MYB106

EF-1A

B. EXOCARPO
Cl C2 C3 C4 V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8

1 MYB106

2 ZYMV-MYB106

EF-1A

Figura 1V.9. Analisis mediante RT-PCR semicuantitativa de la expresion de MYB106 (1-
cebadores RTMYB2) y del virus (2- cebadores RTvirus) en el mesocarpo (A) y exocarpo (B)
de frutos de calabacin de la variedad Cora. (C1-C4) Frutos control sin infeccién. (V1-V8)
Frutos de plantas infectadas con el virus ZA-Sobre. La expresion del gen constitutivo EF-1A
sirvio para normalizar las concentraciones de ADNc empleadas.
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Figura IV. 10. Frutos control de C. pepo cv. Cora sin infeccidn virica (A, B, C) y frutos de
plantas infectadas con el vector virico de sobreexpresion ZA-Sobre (D, E, F). Flecha negra
sefiala el exocarpo y roja el mesocarpo. Barra 1 cm.
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Figura 1V. 11. Imagen de un fruto control de C. pepo cv. Cora sin infeccién virica (A) y
frutos de planta infectada con el vector virico de sobreexpresion ZA-Sobre (B, Cy D). Detalle
del exocarpo de la zona media (1) y final del fruto (I1). Barra 1 cm
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I1V.3. DISCUSION

El uso de vectores viricos es una técnica que ha sido aplicada en
diversas especies de cucurbitaceas con distinto grado de éxito (Aly etal.,
2005; Arazi et al., 2001, 2002; Kang et al., 2016; Shiboleth et al., 2001). A
diferencia de otros vectores virales conocidos, que causan enfermedades
graves a las plantas hospedadoras, el vector viral utilizado como herramienta
de editado genético fue el virus atenuado ZYMV-AGII (Arazi et al., 2001),
gue presenta la ventaja de que en las cucurbitaceas se expresa con la misma
intensidad que la cepa severa de ZYMV, sin provocar ningun deterioro
fenotipico durante el desarrollo (Gal-On, 2000).

La primera infeccion se realiz6 mediante biolistica para comprobar la
infectividad de los constructos. Al comparar los resultados de la infeccion
entre hojas de distintos estadios de desarrollo en C. pepo, encontramos
resultados contrarios a lo inicialmente esperado, obteniéndose en hojas
desarrolladas un porcentaje de infeccidn superior al encontrado en cotiledén.
En principio, cabia esperar que las infecciones en cotiledones fuesen mas
exitosas, debido a su gran tasa de division y, a que poseen mayor resistencia
que las hojas, pudiendo aguantar mucho mejor la presion de disparo de la
pistola de ADN (H. Wang, 2011), sin embargo, las hojas desarrolladas
tuvieron un porcentaje mayor de infeccion.

Nuestros resultados muestran el éxito de las construcciones para la
sobrexpresion y el silenciamiento del virus en hojas de las plantas infectadas
mediante RT-PCR semicuantitativa. Ni el virus control ZYMV-AGII, ni el
que incluia la GFP provocan cambios en la expresion del gen MYB106-like.
La sobreexpresion produjo un aumento de alrededor del 65% en la expresion
del gen y la construccion de silenciamiento disminuy6 en mas del 75% la
expresion del gen MYB106-like en las hojas de plantas infectadas. Estos
resultados son similares a los aportados por Shoresh et al. (2006) en la
sobreexpresion y silenciamiento de los niveles de ARN mensajero del gen
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TIPK en pepino. Se ha demostrado que se acumulan siARNSs derivados de
virus en plantas infectadas con Potyvirus (Xie et al., 2004).

Los sintomas del virus de todas las construcciones comenzaron a ser
patentes en la mayoria de las plantas alrededor del dia 10 tras la infeccion,
siendo cada vez mas patentes con el transcurso del tiempo. El virus se
distribuyé por toda la planta hospedante, incluidos los frutos, pero de manera
no uniforme, lo que concuerda con lo encontrado previamente por otros
autores con diversas construcciones del mismo vector virico (Aly et al., 2005;
Arazi et al., 2001, 2002; Shoresh et al., 2006).

La construccion control con GFP, tuvo una actividad no uniforme en
la planta, con mayor actividad concentrada alrededor de las venas principales
y laterales, lo que sugiere una replicacion activa del virus en estas areas.
Aungue en este trabajo solo se han visualizado las hojas por la imposibilidad
de analizar la planta completa, en diversos estudios se ha observado que GFP
es detectable en otros 6rganos como tallos, hojas y frutos (Arazi et al., 2001;
Shoresh et al., 2006). Se han demostrado patrones de expresion similares con
GFP para otros vectores potiviricos (German-Retana et al., 2000).

Los fenotipos expresados en plantas infectadas mostraron similitudes
entre las construcciones control (ZA y ZA-GFP) y en la construccién para el
silenciamiento, el fenotipo en mosaico fue muy leve. Sin embargo, en el caso
de la sobreexpresion, las hojas mostraron unos motivos en sus hojas no solo
distintos a los controles, sino que en la propia planta se encontraron hojas con
distinta sintomatologia, desde mosaicos que cubrian toda la hoja hasta leves
punteaduras. En el estudio realizado por Arazi et al. (2002) la utilizacion del
vector ZYMV-AGII para la expresion de dos proteinas antitumorales provoco
también una sintomatologia distinta entre las plantas infectadas con cada una
de las construcciones, aunque no se encontraron distintos mosaicos en las
hojas de misma planta infectada.
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Se consiguio un aumento de la expresion del gen en el fruto utilizando
el constructo ZA-Sobre, tanto en el exocarpo como en el mesocarpo. Sin
embargo, la expresion del gen MYB106 fue practicamente inexistente en los
tejidos analizados en los frutos control. La sintomatologia que provoco ZA-
Sobre fue bastante tenue en el mesocarpo, pequefias deformaciones y
mosaicos de distinto color en el exocarpo que no impedian el correcto
desarrollo de los frutos y mantenian su tipica morfologia. Arazi et al. (2001)
detectaron en frutos de pepino la presencia del virus mediante proteina GFP
practicamente solo en la zona embrionaria, no en el exocarpo y mesocarpo.
Otra de las construcciones utilizadas en el mismo estudio con el interferon-
alfa 2 humano, provocé sintomas visibles en las hojas de calabacin con
mosaicos leves, pero no sintomatologia observable en los frutos, aunque si se
detecto su presencia mediante RT-PCR.

En plantas de pepino con sobreexpresion del gen csMYB6, homdlogo
a AtMYB106 Yang et al. (2018) observaron, una disminucion de los tricomas
en la superficie del fruto y el peciolo en comparacion con los frutos control.
Ademas, la sobreexpresion en Arabidopsis produjo plantas con tricomas
menos ramificados y con un fenotipo igual al de plantas de pepino.
AtMYB106 suprime la formacion de ramificaciones de tricomas en
Arabidopsis, en lugar disminuir la formacion de los tricomas en si (Jakoby
et al., 2008), quizas debido al caracter unicelular de los tricomas en esta planta
frente a los pluricelulares que se encuentran en pepino. En nuestro estudio
hemos visto que la sobreexpresion no provoca ninguno de estos
comportamientos. La densidad de tricomas en los frutos fue la misma tanto
en plantas control como en las plantas que sobreexpresaban el gen. La funcion
de MYB106 en relacion con el desarrollo de tricomas en calabacin no est4
clara por tanto atendiendo a nuestros resultados.

La cuticula es una capa hidrofébica continua que recubre todos los
Organos aéreos Yy constituye la primera barrera protectora frente los estreses
ambientales (He et al., 2019; Jenks et al., 2002) controlando la pérdida de
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agua y protegiendo los tejidos internos (Heredia, 2003). Numerosos estudios
han demostrado que la cuticula esta asociada con la adaptabilidad de las
plantas al estrés por temperatura (Shepherd & Griffiths, 2006). En un estudio
realizado por Ladaniya (2011) con frutos de Citrus reticulata Blanco, se
observd como aquellos que fueron cubiertos por una pelicula de cera
experimentaron un mejor comportamiento postcosecha durante el
almacenamiento en frio. Recientes estudios desarrollados en nuestro grupo de
investigacion, han detectado patrones diferenciales de deposito de ceras
cuticulares en frutos de diferentes variedades y condiciones, por lo que estos
resultados podrian indicar una composicion diferencial de la misma, sin
embargo, la actividad transcripcional de genes relacionados con la cuticula
no mostrdé una buena correlacion con la tolerancia al frio (Carvajal et al.,
2016). En Arabidopsis and Torenia fournieri, Oshima etal. (2013)
observaron que el silenciamiento de los genes MYB106 y MYB16 indujo
deficiencias en la cuticula, dando lugar a superficies cuticulares mas
permeables, cristales de cera epicuticulares reducidos y pérdida de
nanocrestas. En cambio, la sobreexpresion del gen MYB106 indujo la
formacion ectopica de nanocrestas, que en condiciones naturales solo se
forman en 6rganos florales, asi como cristales de cera en forma de placa en
las hojas. Oshima & Mitsuda (2013) mediante el analisis del transcriptoma
de plantas transgénicas, revelaron que MYB106 regula positivamente la
formacion de la cuticula a través de la activacion de la expresion de genes de
la biosintesis de cutina y cera, y SHN1, que también regula positivamente los
genes biosintéticos de cutina. Queda pendiente para futuras investigaciones
el analisis de la cuticula del fruto de calabacin en relacion a la funcion del gen
MYB106 v, el estudio de su posible implicacion en el estrés por frio realizando
ensayos con frutos con la expresion del gen incrementada y silenciada.
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V.1. INTRODUCCION

La familia Cucurbitaceae incluye géneros de cultivo econdmicamente
muy importantes, como Citrullus (sandia), Cucumis (pepino) y Cucurbita
(calabaza) cuyos habitats se extienden entre las zonas templadas y tropicales
(Gaba etal., 2004). ElI género Cucurbita incluye una gran cantidad de
especies comercializadas en todo el mundo, siendo Cucurbita pepo subsp.
pepo (calabacin) una de las mas importantes. En Espafia, el calabacin se
produce principalmente en agricultura protegida, y la mayor parte de la
produccidn es exportada a otros paises; por lo tanto, durante su transporte los
frutos se mantienen durante un cierto periodo de tiempo a bajas temperaturas.
En el calabacin, este tipo de almacenamiento puede generar dafios por frio y,
por tanto, pérdidas econdmicas. Se han realizado muchos esfuerzos para
seleccionar marcadores genéticos relacionados con la resistencia a los dafios
por frio, y se han seleccionado algunos metabolitos y genes, pero la falta de
un sistema de edicion genético eficiente hace que sea muy dificil demostrar
la implicacion de estos genes en el proceso.

Es evidente la gran importancia del uso de las herramientas
biotecnoldgicas de cultivo in vitro y editado genético en esta especie. Nuestro
grupo de investigacion ha realizado numerosos estudios relacionados con la
mejora de la calidad del fruto de calabacin durante la postcosecha y, en un
estudio transcriptémico reciente (Carvajal et al., 2018), se han seleccionado
una serie de genes que muestran una mayor expresion en variedades que son
mas resistentes al almacenamiento en frio, y por tanto candidatos a ser genes
de resistencia frente a este estrés. Sin embargo, la implicacion de estos genes
en la resistencia a los DF es dificil de demostrar en Cucurbita pepo, y en
general para la familia de las cucurbitaceas, ya que no existen hasta la fecha
protocolos de transformacion eficientes para esta especie.

En la familia de las cucurbitaceas se han descrito diferentes métodos
para la regeneracion, y la transformacion de plantas; sin embargo, no se ha
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probado hasta la fecha ninguin método que consiga una gran eficiencia para el
género Cucurbita. Ganapathi & Perl-Treves (2000) y Vengadesan et al.
(2005) describieron protocolos de regeneracion in vitro mediante
organogeénesis directa a partir de cotiledon en algunas variedades de pepino
(Cucumis sativus) y Kathiravan et al. (2006) describieron un protocolo para
lograr la regeneracion directa de brotes en Cucurbita moschata.

En los ultimos afios, se han publicado varios métodos innovadores
para transformar y regenerar distintas especies de Cucurbita con una mayor
eficiencia. Nanasato et al. (2011) describieron un método basado en el uso de
papel de filtro para mejorar la eficiencia de la transformacion de Cucurbita
moschata Duch y, en 2015, Nanasato & Tabei describieron un protocolo para
mejorar la transformacion mediada por Agrobacterium tanto en pepino como,
de nuevo, en calabaza (C. moschata).

Entre las cucurbitaceas, Cucurbita pepo es una de las especies méas
recalcitrantes a la hora de establecer protocolos de regeneracion y
transformacion, aungue existen algunos trabajos en los que se han descrito
algunos metodos que han dado timidos resultados. Smarrelli et al. (1986) y
Sanita di Toppi etal. (1997) demostraron que Cucurbita pepo L. podia
transformarse mediante el uso de Agrobacterium. Shah etal. (2008)
presentaron un nuevo protocolo de transformacion, aunque la eficacia del
mismo fue de sélo un 0.7 %.

En este trabajo presentamos un protocolo para regeneracion y
transformacion genética de 2 lineas de Cucurbita pepo, una comercial y otra
accesion. Para establecer las condiciones Optimas de regeneracion se han
probado distintos tipos de explantes y condiciones de cultivo. Ademas, se ha
evaluado la eficiencia de la transformacion genética estudiando la capacidad
infectiva de varias cepas de A. tumefaciens.
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V.2. RESULTADOS

V.2.1. Seleccidn del tipo de explante para regeneracion in vitro

Se utilizaron 2 variedades en nuestro estudio, Cavili y Mucl6,
variedad comercial y tradicional, respectivamente. Las secciones utilizadas
como material para la regeneracion fueron dos zonas diferenciadas de los
cotiledones de la semilla, la parte més distal (ZD) y la mitad méas proximal al
eje embrionario que contenia parte del hipocotilo, pero sin restos del apice
meristematico (ZP), siguiendo los protocolos de Ananthakrishnan et al.
(2003) (Ver seccion Material y Métodos). Tras 4 semanas de cultivo en medio
MS, la gran mayoria de los explantes mostraban buena apariencia visual y
tras comenzar su desarrollo permanecian con una coloracion verde, sintoma
del buen estado de los mismos (Fig. V. 1), mostrando un alto greening rate o
porcentaje de supervivencia llegando incluso al 93 % (Tabla V. 1.). Sin
embargo, sélo el explante proximal que contenia parte del hipocétilo (ZP) era
capaz de regenerar tanto el brote como la raiz (Tabla. V.1). Este tipo de
explante fue el utilizado por tanto para la regeneracion de plantas in vitro.
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Figura V. 1.- Explantes de las variedades Cavili y Mucl6 tras 4 semanas de cultivo in
vitro. Explantes de zona proximal de cotiledon con hipocotilo (ZP). Explantes de la zona
distal del cotiledon (ZD). Flechas rojas indican la zona del hipocétilo. Flechas negras
sefialan los brotes desarrollados en los explantes. Barra 1 cm.

Tabla V. 1. Eficiencia en la regeneracion de dos variedades de C. pepo.

. o :
Variedad | PO de N Gree”'”? %Brotes % Raiz®
explante  explantes rate (%)
Zp? 191 86,4 22,0 39,3
Cavili
ZDP 193 63,7 0,0 0,0
ZP 193 92,7 26,4 44,0
Mucl6
ZD 193 81,9 0,0 0,0

2explante de cotileddn con hipocétilo (ZP)

PExplante de la zona distal del cotiledon (ZD)

°Greening rate: porcentaje de explantes con buena apariencia visual que se expandian
normalmente con respecto al nimero total de explantes.

dEficiencia en la induccién de brotes calculado como el porcentaje de cotiledones que
desarrollaban brotes con respecto al total.

eEficiencia en la induccion de raices calculado como el porcentaje de cotiledones que
desarrollaban raices con respecto al total.
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V.2.2. Evaluacion de la regeneracion con distintos medios de
crecimiento

Para optimizar las condiciones de cultivo y aumentar la eficiencia se
utilizaron cuatro medios de cultivo, todos conteniendo medio MS (pH 5.7),
30 ¢g/L de sacarosa y agar al 0.8 % (p/v), suplementados con cuatro
combinaciones hormonales: MSA (2 mg/L bencilaminopurina (BAP) + 0,1
mg/L &cido giberélico (GA3)), MSB (1 mg/L BAP + 0.1 mg/L GA3), MSC
(0.1 mg/l BAP + 1 mg/l GA3) y MSD (0.1 mg/l BAP + 2 mg/l GA3).

El desarrollo de los cultivos fue seguido diariamente y analizada la
formacion de brotes y raiz a los 7, 14, 21 y 30 dias. En todos los casos con los
distintos medios de cultivo y en las dos variedades se indujo la formacion de
brotes, destacando el medio MSB que en la variedad Cavili fue
significativamente mas eficiente que el resto de medios tras 30 dias de cultivo
in vitro (Fig. V.2A). En la variedad Muc16 se observo una menor eficiencia
de induccion de brote con el medio MSA, hecho que no se observé en Cavili.
No se observaron diferencias significativas en la respuesta de los dos
genotipos, que desarrollaron brotes en mas de un 40 % de explantes. El
analisis de la varianza (Tabla V. 2.), demuestra la existencia de diferencias
significativas en el desarrollo de los brotes a lo largo del tiempo en funcion
del medio de cultivo utilizado. La R? indicd que los tres factores incluidos
en el modelo (variedad, medio de cultivo y tiempo) explican el 68.9 % de
la varianza que se observa en variable dependiente (induccidn del brote).

La formacion de raices fue mayor en aquellos medios que contenian
mayor concentracion de giberelinas, MSC y MSD (Fig. V. 2). A partir del dia
14, los explantes crecidos en medio MSC con 1 mg/L de GAs mostraron un
mayor enraizamiento, llegando a alcanzar valores del 83 % y 80 % en Cavili
y Mucl6 respectivamente, tras 30 dias de cultivo in vitro. Ademas, se
observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo, y también debidas
al medio de cultivo utilizado (Tabla V. 3). La variedad también influyd
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encontrandose diferencias entre las dos variedades. EI 87.5 % de la varianza
en la induccién de raiz se explico con los tres factores incluidos.

MSA MSB —x— MSC —>—MSD
CAVILI MUC
A Eficiencia induccion Brote Eficiencia induccién Brote B
60 - 60 -
T
45 N _|_ l a 40 i
a
S 30 - U E
a 20 -
15 -
&3 Z I
0 T a : : : 0
7 14 21 30
Dias Dias
¢ Eficiencia induccion Raiz ficiencia inducci6 i D
100 - 100 - Eficiencia induccion Raiz
80 - 80
60 - 60
XX
<740 40
20 - 20
0 0

Dias Dias
Figura V. 2.- Eficiencia en la induccién de brote en Cavili (A) y Mucl6 (B) y raiz en Cavili
(C), y Mucl6 (D)a lo largo del cultivo in vitro con los medios cultivo MSA, MSB, MSC,
MSD. Los resultados presentados son el porcentaje medio de brotes/raices producidos en
cuatro experimentos independientes para cada tiempo, variedad y medio de cultivo. Letras
distintas indican diferencias significativas entre la eficiencia de induccién de los medios en
este periodo de tiempo (comparacion de medias mediante Duncan p-valor <0.05).
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Tabla V. 2.- Andlisis de la varianza para la induccion de brotes en dos variedades de C.

pepo, con cuatro medios de cultivo durante 30 dias

Tipo 111 de

Fuente de variacion suma de Med,'e.l F Sig.
cuadrética
cuadrados

Modelo corregido 419494.357 628.850 6.846 .000
Interseccion 57954.580 57954.580 630.879 .000
Medio de cultivo 14663.323 4887.774 53.207 .000
Variedad 9.968 9.968 109 743
Tiempo 2395.551 798.517 8.692 .000

. N
Variedad*Medio de 101.154 33.718 367 777

cultivo
Medio de 1000.801 111.200 1.210 298
cultivo*Tiempo

Variedad*Tiempo 903.162 301.054 3.277 .024

. .
Variedad*Medio de 420.396 46.711 508 865

cultivo*Tiempo
Error 8818.869 91.863
Total 86267.805
2 R?=0.689

Tabla V.3.- Andlisis de la varianza para la induccion de raices en dos variedades de C. pepo

con cuatro medios de cultivo durante 30 dias

Tipo 111 de

Fuente de variacion suma de Med,"”.‘ F Sig.
cuadrética
cuadrados

Modelo corregido 97250.4082 3137.110 21.635 .000
Interseccion 72102.689 72102.689 497.259 .000
Variedad 3153.256 1051.085 7.249 .000
Medio de cultivo 53776.551 53776.551 370.872 .000
Tiempo 18327.567 6109.189 42.132 .000

. .
Variedad*Medio de 5329570 1776523 12.252 000

cultivo
Variedad*Tiempo 2074.793 230.533 1.590 129
Medio de 11886.707 3962.236 27.326 .000
cultivo*Tiempo

. .

Variedad*Medio de 2701.964 300.218 2,070 040
cultivo*Tiempo
Error 13920.034 145.000
Total 183273.132
aR?=0.875
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El nimero de explantes que desarrollaron simultaneamente raiz y
brote fue de alrededor de un 20 % en cavili, y de un 24 % en la variedad Muc
con los medios MSC y MSD (Fig. V.3).

Los medios MSA y MSB que indujeron de forma eficaz la produccion
de brote, no indujeron raices, por lo que el porcentaje de regeneracion

disminuyo.
MSA MSB —#—MSC —><MSD
A B
Eficiencia Regeneracion Cavili Eficiencia Regeneracion Muc
40 - 40 -

Dias Dias
Figura V. 3.- Eficiencia de induccién de brote y raiz en la variedad Cavili y Muc,

respectivamente (A, B), durante el tiempo de cultivo in vitro con los medios MSA, MSB,
MSC, MSD. Los resultados presentados son el porcentaje medio de explantes que regeneran
brote y raiz en cuatro experimentos independientes para cada tiempo, variedad y medio de
cultivo. Letras distintas indican diferencias significativas entre la eficiencia de induccion de
los medios en este periodo de tiempo (comparacién de medias mediante Duncan p-valor
<0.05).

V.2.2.1. Eficiencia en la induccion de brotes por explante

El nimero de brotes producidos por explante mostré diferencias
significativas en relacion a los medios de cultivo in vitro y las variedades
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utilizadas (Fig. V.4). En Cavili, el medio MSB indujo un mayor nimero de
brotes por explante. En el caso de Mucl6, los medios MSA y MSB que
contenian una mayor proporcion de citoquininas coincidian con una mayor
proliferacion de brotes. Los medios que contenian una mayor proporcion de
acido giberélico y menor de citoquininas, MSC y MSD, produjeron un
numero muy bajo de brotes por explante en ambas variedades tras 30 dias de
cultivo in vitro.

10

@ Cavili

® Muc

NUmero medio de brotes por explante

MSA MSB MSC MSD

Figura V. 4.- Nimero medio de brotes por explante en las variedades Cavili y Mucl6
después de 30 dias de cultivo in vitro con los medios cultivo MSA, MSB, MSC, MSD. Los
resultados presentados son el porcentaje medio de brotes por explante producidos en cuatro
experimentos independientes para cada variedad y medio de cultivo. Letras distintas indican
diferencias significativas entre la eficiencia de induccién de los medios en este periodo de
tiempo (comparacion de medias mediante Duncan p-valor <0.05).
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V.2.2.2. Morfologia de las plantulas regeneradas

Desde la primera semana de cultivo in vitro se observo un desarrollo
normal de brotes y raices en ambas variedades (Fig. V. 5). El crecimiento de
los brotes se produjo en el nudo cotiledonar (la zona de la articulacion entre
el hipocétilo y el cotiledén) ya en los primeros dias de cultivo. No se
observaron brotes ni raices en la zona del explante correspondiente al tejido
cotiledonario, y tampoco se desarrollaron brotes en el extremo final del
hipocétilo. Con los medios utilizados no se produjo desarrollo de callos. La
formacion de raices se observo Unicamente en la zona del hipocotilo. Los
explantes que enraizaban antes de producir brotes, posteriormente eran
incapaces de desarrollarlos, por lo que, aquellos explantes que solo
desarrollaron raices se descartaron para regeneracion. Algunos de los brotes
crecieron de forma anormal, produciéndose malformaciones en los tallos, que
crecian de forma fusionada en su primera parte para posteriormente dividirse,
y formar hojas y nuevos tallos sin fusionar (Fig. V. 5B, E).
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Figura V. 5.- Brotes (b) multiples y raices (r) en los explantes originales de las variedades
Cavili (A, B, C) y Mucl6 (D, E, F) después de 30 dias de cultivo in vitro. El cotileddn (c) y
el hipocotilo (h) adn son visibles. Algunos de los brotes se desarrollan de forma anormal
creciendo fusionados en ambas variedades (B, E). Barra: 1 cm.

V.2.3. Transformacién de Agrobacterium con el plasmido
binario pPGFPGUSplus

Para realizar la transformacion de C. pepo se utilizé un plasmido
binario comercial pGFPGUSplus que contiene los genes marcadores de la
proteina verde fluorescente y el gen que codifica la enzima B-glucuronidasa,
ademas de presentar resistencia a kanamicina e higromicina para la seleccion
de bacterias y explantes transformados, respectivamente. En primer lugar, se
realizd la transformacion mediante electroporacion de las cepas
electrocompetentes de A. tumefaciens AGLO, AGL1 y GV3101. Para la
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comprobacion de la transformacion se realizd una PCR de colonias con los
primers GUSforward y GUSreverse, que amplificaban un fragmento de 588
pb del gen GUS (Fig. V.6).

pb

1500

500

Figura V. 6.- Comprobacién de la transformacion de las cepas A. tumefaciens AGLO (1),
AGL1 (2) y GV3101 (3) mediante PCR de colonias. Control positivo (+) plasmido
pGFPGUSplus y negativo (-) sin ADN.

V.2.3.1. Comprobacion de la infectividad de las cepas
transformadas mediante expresion transitoria

Se llevd a cabo la transformacién transitoria mediante agroinfiltracion
de Nicotiana benthamiana para comprobar la infeccion y expresion de los
genes marcadores mediante el uso de las distintas cepas de A. tumefaciens. Al
cabo de 72 horas de la agroinfeccion se realizé la prueba histoquimica de la
B-glucuronidasa para observar los grupos de células transformados por A.
tumefaciens (Fig. V. 7). Se tifieron de azul los grupos de células que habian
sido infectadas, en todas las hojas agroinfiltradas con las cepas portadoras del
plasmido binario y hubo ausencia de color en aquellas hojas infiltradas con
las cepas control, que no portaban el plasmido. De esta forma se comprobo la
infectividad de las cepas y la expresion de los genes del vector binario.
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C

"

AGLO Control AGL1 Control GV3101 Control

AGLO pGUSGFPplus AGL1 pGUSGFPplus GV3101 pGUSGFPplus

Figura V. 7.- Deteccidn de la expresion de GUS en hojas de N. benthamiana, transformadas
mediante agroinfiltracidn. Se utilizaron las cepas de A. tumefaciens AGLO, AGL1 y GV310,
como controles (A-C) y portando el pasmido pGUSGFPplus (D-F). Barra:1cm

V.2.4. Transformacion de explantes de C. pepo

Se realizo la transformacion de dos variedades de C. pepo, Cavili y
Muc16, mediante tres cepas de A. tumefaciens AGLO, AGL1 y GV3101, que
contenian el plasmido binario pGFPGUSplus, como se detallé en el punto x-
x del apartado material y métodos. Los explantes de C. pepo se agroinfectaron
con cada una de las cepas que crecieron hasta alcanzar una O.D.g00 entre 0.4
y 0.6. Se utiliz6 acetosiringona tanto para el cultivo liquido de las bacterias,
como posteriormente durante el cocultivo.
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Los explantes sometidos a agroinfeccion se cultivaron in vitro en
medio MSB suplementado con cefotaxima e higromicina para la eliminacién
de Agrobacterium y seleccion de los explantes transformados,
respectivamente.

Para estudiar el crecimiento de los explantes durante su cultivo in vitro
se realizd la medida de sus areas durante este periodo. A los 14 dias tras la
agroinfiltracién no se observaron diferencias significativas con las distintas
cepas utilizadas (Fig. V. 8). Ademas, no existieron diferencias entre
variedades. A los 30 dias, tampoco se observaron diferencias significativas
debidas a las cepas utilizadas ni entre variedades. Estos resultados implican
que la agroinfiltracion y la insercion del plasmido no influy6é negativamente
en el crecimiento de los explantes.

Después de 14 y 30 dias de cultivo se realizaron las pruebas
histoquimicas de la g-glucuronidasa para evaluar el porcentaje de células
transformadas por variedad, tiempo y cepa empleada (Fig. V. 9).

182



Resultados y discusién

A mControl mAGLO0O ©DAGL1 0OGV3101

Area explante - Cavili
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Figura V. 8.- Area de los explantes de C. pepo Cavili (A) y Muc16 (B) después de 14 y
30 dias desde la agroinfeccién con las cepas AGLO, AGL1 Y GV3101. Letras distintas
indican diferencias significativas entre el tamafio medio de los explantes transformados
con cada una de las cepas en cada tiempo. Asteriscos indican diferencias entre los 14 y 30
dias en los explantes transformados con cada cepa. (Comparacion de medias mediante
Duncan p-valor <0.05)
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Cavili Mucl6
14 d 30d 14 d 30d

AGLO

AGL1

GV3101

Figura V. 9.- Actividad GUS en explantes de C. pepo Cavili y Muc16 después de 14 y 30 dias
desde la agroinfeccion con las cepas AGLO, AGL1 y GV3101. Barra:1 cm. Flecha indica

grupos celulares transformados.
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Otro pardmetro analizado fue el porcentaje de grupos celulares
transformados en los explantes, que se llevé a cabo contabilizando la
superficie en cm? de las zonas tefiidas de azul por la prueba histoquimica X-
Gluc, que mide la actividad de la proteina que expresa el gen marcador GUS.
Se midieron las zonas tefiidas tanto del haz como del envés y se calcularon
los porcentajes de zonas tefiidas con respecto a la superficie total.

Las diferencias sobre el porcentaje de la zona de explante
transformada a los 14 y 30 dias entre las distintas cepas de Agrobacterium
utilizadas se recogen en la figura V.10.

En la variedad Cavili (Fig. V. 10A), en la segunda semana no
existieron diferencias entre las cepas de A. tumefaciens AGLO y AGL1 que
tuvieron alrededor de un 14 % de grupos celulares transformados. En cambio,
existieron diferencias significativas de estas dos cepas con GV3101 que solo
presentd un 3 %. A las 4 semanas de cultivo in vitro, se encontraron
diferencias significativas entre todas las cepas utilizadas. Si comparamos la
transformacion por semanas, AGLO mantuvo su porcentaje de células
transformadas de las 2 a las 4 semanas. En el caso de la cepa AGL1, se
produjo una dréstica reduccion del porcentaje de explante transformado
Ilegando a reducirse en un 78 %, con diferencias significativas entre las 2 y 4
semanas. La cepa GV3101 permanecié con porcentajes muy reducidos en
ambos tiempos no llegando a superar un 4 % en la semana 2 y solo con un 1
% al final del cultivo in vitro. Por tanto, en Cavili, la cepa que tuvo una mayor
capacidad infectiva y donde se mantuvo mayor porcentaje de explante
transformado fue AGLO. Estos resultados concuerdan con lo que visualmente
se observa en la figura V. 9 donde se recogen las imagenes de la prueba
histoquimica X-Gluc de los explantes transformados por tiempo, cepa y
variedad.

En la variedad Mucl6 (Fig. V. 10B), a las 2 semanas se observo una
gran diferencia entre la transformacion de los explantes transformados con la
cepa AGLO respecto a AGL1 y GV3101. Con AGLO se obtuvo un porcentaje
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de alrededor del 10 %, sin embargo, con AGL1 y GV3101 no se supero el 5
% de explante transformado, no observandose diferencias significativas entre
estas dos Ultimas cepas.

A los 30 dias persistieron las diferencias significativas de la cepa
AGLO respecto a AGL1 y GV3101. AGLO tuvo un porcentaje de un 4 % y
las demas cepas no superaron el 2 %.

Al comparar la evolucion de la transformacion a lo largo del tiempo
para cada una de las cepas, se observd una disminucion del porcentaje de
transformacion del explante de forma generalizada en todas ellas. AGLO
disminuyd un 55 % de la segunda a la cuarta semana. EIl porcentaje de
explante transformado con AGL1 y GV3101 disminuy6 un 70 y un 62 %,
respectivamente tras 30 dias de cultivo in vitro.

Finalmente se pudo concluir que la cepa AGLO con unos mayores
porcentajes de infeccion inicial y mantenimiento de la transformacion a lo
largo del tiempo fue la mas eficaz en la variedad Mucl6, algo que también
ocurrio en Cavili.

El analisis de la varianza (Tabla V. 4.), demostré que existieron
diferencias significativas en el porcentaje de transformacion de los explantes
a lo largo del tiempo, la cepa de Agrobacterium utilizada y la variedad. La R?
indico que los tres factores incluidos en el modelo (variedad, cepa de A.
tumefaciens y tiempo) explican el 92,7 % de la varianza del porcentaje de
transformacion de los explantes.
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EAGLO OAGL1 oGvaiol

A % Grupos células transformadas- Cavili
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Figura V. 10.- Porcentaje de células transformadas en C. pepo variedad Cavili (A) y Mucl6
(B) después de 14 y 30 dias desde la agroinfeccion con las cepas AGLO, AGL1 Y GV3101.
Letras diferentes designan diferencias significativas entre cepas en un mismo tiempo.
Asteriscos marcan diferencias significativas entre cepas entre tiempos. Comparacion de medias
mediante Duncan p-valor <0.05.
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Tabla V. 4.- Anélisis de la varianza para el porcentaje de transformacion del explante en dos
variedades de C. pepo, con tres cepas durante 30 dias de cultivo in vitro.

Tipo 111 de Media
Fuente de variacién suma de " F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 1014.646° 92.241 27.807 0.000
Interseccion 1486.629 1486.629 448.162 0.000
Variedad 182.081 182.081 54.890 0.000
Medio de cultivo 414.798 207.399 62.523 0.000
Tiempo 126.451 126.451 38.120 0.000
Variedad*Medio de 160.497 84.748 25548 0.000
cultivo
Variedad*Tiempo 0.135 0.135 0.041 0.842
Medio de 39,501 19.796 5.968 0.008
cultivo*Tiempo
. A
Variedad*Medio de 82.094 41.047 12374  0.000
cultivo*Tiempo
Error 79.612 3.317
Total 2580.888

aR?=0.927

V.2.5. Regeneracion de explantes transformados de C. pepo

Con respecto a la capacidad de regeneracion de plantulas a partir de
cultivo de explantes transformados, se tomaron datos a los 14 y 30 dias
registrandose el nimero de brotes, raices 0 ambos, pasando a ser plantulas
(Tabla V. 5).

Los datos a los 14 dias en la variedad Cavili muestran diferencias
significativas entre el porcentaje de brotes regenerado en los explantes
transformados con las cepas AGLO y AGL1 respecto a GVV3101. En el caso
de Mucl6, no se observaron estas diferencias. Si comparamos ambas
variedades, el porcentaje de regeneracién de brote fue significativamente
mayor en Cavili. A las 4 semanas, la variedad Cavili presenta el mayor
porcentaje de regeneracion con un 34 % en los explantes AGLO,
significativamente mayor que en los demas casos. Para la variedad Mucl6,
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en este tiempo tampoco se observaron diferencias significativas debidas a la
cepa de transformacion.

La induccion de raiz tanto a las 2 como a las 4 semanas fue muy
reducida en todos los tipos de explantes, se destaca la ausencia total de raices
utilizando la cepa GV3101 durante todo el cultivo in vitro. Los explantes
transformados con la cepa AGLO de la variedad Mucl6 presentaron el mayor
porcentaje de regeneracion llegando al 7.5 %.

Finalmente, la regeneracion hasta plantulas solo se observé utilizando
las cepas AGLO y AGL1. Los porcentajes mas altos se atribuyeron a las cepas
AGL1 en la variedad Cavili llegando a un 4.82 % y AGLO en Mucl6 a un
5.42 %.

Tabla V. 5.- Eficiencia de la regeneracion de explantes en dos variedades de C. pepo
agroinfectadas con tres cepas de Agrobacterium durante 30 dias de cultivo in vitro.

% %
5 y .

Variedad  Cepa Regebr:%;zmon Rege?aeirza0|on % Plantas
14d 30d | 14d 30d | 14d 30d
TR T
Cavili AGLL | 244 2944 | gpy 633 1 gy, 482
Gvalor | 2098 2098 | o 0md | 0Ab  Ocd
acLo | 250 208 [ 411 oo, 1208 54
Mucl6 ~AGLL | 1647 2085 1 155 5848 | 0mp 53
Gvalor | 240> 2432 o 0ca | oAb OBd

Letras mayusculas indican diferencias significativas entre cepas en la misma variedad tiempo. Letras mindsculas
marcan diferencias significativas entre variedades y cepas en un mismo tiempo. Comparacién de medias
mediante Duncan p-valor <0.05
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Sobre las plantulas en regeneracion, a las 4 semanas se llevo a cabo la
comprobacion de la integracion del T-DNA del plasmido en el genoma de las
plantulas. Para ello se realizé la extraccién de ADN y mediante PCR se
procedid a su comprobacion utilizando los cebadores Gus Forward2 y Gus
Reverse2, complementarios a la secuencia del gen GUS y que amplifican 100
pb. Varias de las plantulas dieron un resultado positivo, confirmandose asi el

éxito de la transformacion (Fig. V. 11).

pb L 1 2 3 4 - +

100

Figura V. 11.- PCR de comprobacion de la insercion del T-DNA en el genoma de C.
pepo. Plantulas transformadas con cepa AGLO y variedad Cavili (1) y variedad Muc16
(2); Plantas transformadas con cepa AGL1 variedad Cavili (3) y Mucl6 (4); Control
negativo (-) y positivo del plasmido pGFPGUSPIus (+). Carril 1, 4 y + muestran la banda
de 100pb
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V. 3. DISCUSION

El presente estudio es un intento de establecer un protocolo de
regeneracion y transformacion genética en Cucurbita pepo mediante el uso
de diferentes medios de cultivo y cepas de Agrobacterium transformadas con
el plasmido pGFPGUSplus, y analizando distintos parametros como los
porcentajes de induccion de regeneracion o la evolucion de la transformacion.

Algunas cucurbitaceas presentan una baja tasa de regeneracion y
supervivencia. Para obtener una buena eficiencia la eleccion del tipo de
explante es fundamental en cualquier protocolo de regeneracion (Q. Jiang
etal., 2012). Por ello, se han realizado numerosas investigaciones sobre el
uso de distintos tipos de explantes, como segmentos nodales, brotes axilares,
cotiledones, segmentos de hipocotilos, fragmentos de hojas, entre otros (Alam
etal., 2019; Lee etal., 2003; Y. Zhang et al., 2008). En este trabajo se ha
realizado una comparativa entre dos tipos de explantes de cotiledon en las
variedades de Cucurbita pepo Cavili y Muc16. El uso de la zona de cotiledon
préxima al hipocdétilo demostré ser el adecuado para la regeneracion, como
ocurre en otras variedades de calabacin (Ananthakrishnan et al., (2003). En
Cucurbita maxima, Lee etal. (2003) también describieron la ausencia de
capacidad organogénica directa de raices e hipocotilo, sélo produciéndose la
regeneracion a partir del explante de cotiledén. Y. Zhang et al., (2008) en
Cucurbita moschata describieron la induccion de brotes mdaltiples
Unicamente en la zona mas proximal del cotileddn, restringiendo la
localizacion de las células competentes a esta zona.

Los tipos, las concentraciones y las combinaciones de los reguladores
del crecimiento influyen significativamente en la regeneracion in vitro de
plantas (Kumar etal., 2011). En este estudio se evaluaron distintas
combinaciones hormonales con el objetivo de establecer un protocolo rapido
y de gran eficiencia para el desarrollo de brotes y raices. Los medios de
regeneracion utilizados en este trabajo contenian una mezcla de citoquininas
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(6-bencilaminopurina, BAP) y giberelinas (GA3). No se han utilizado auxinas
para la regeneracion directa desarrollada en esta estudio, ya que otros autores
han descrito la formacion de callos al utilizar esta hormona (Shah et al.,
2008). En diversas cucurbitaceas se ha descrito la eficacia de la BAP sobre
otras citoquininas para la regeneracion y multiplicacion de brotes, como
sucede en C. maxima (Lee et al., 2003), meldn (Ntui et al., 2009), C. sativus
(Vasudevan et al., 2007) y también en C.pepo (Ananthakrishnan et al., 2003).

El medio en el que se formaron mas brotes fue MSB, que contenia
mayor relacion citoquinina/giberelina, 1 mg/L BAP /0.1 mg/L GAs, mientras
que el medio con una mayor eficiencia de induccién de raiz fue el que
contenia una menor cantidad de citoquininas (MSC, 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L
GAg3). Estos resultados concuerdan con lo descrito por Hernandez et al.,
(2009) en un estudio de micropropagacion en dos variedades de C. pepo,
produciéndose un aumento en la eficiencia de regeneracion con 1 mg/L de
BAP, frente a concentraciones superiores 0 a combinaciones de esta hormona
con auxinas. En Cucumis sativus, Mali y Chavan (2016) demostraron que una
concentracion de 2 mg/L BAP producia la mayor eficiencia de regeneracion,
hecho que contrasta con lo observado en este trabajo para la variedad Muc16,
ya que esta concentracion produjo el efecto contrario. Para C. moschata,
Nanasato et al. (2011) describieron una mayor eficiencia también con 1 mg /
| de BAP. Otras investigaciones destacaron la importancia de la combinacion
entre BAP y GA3 para crear una sinergia de accion (Bidarigh & Azarpour,
2013). Moallem et al. (2012) en Rosa canina observaron que la combinacion
de giberelinas y citoquininas promovia una mayor induccion de brote que
ambas por separado. Otro factor para destacar en este estudio fue el nimero
de brotes por explante, mayor en aquellos medios de cultivo con una
concentracion alta de BAP. El medio MSB destacd sobre los demés en la
variedad Cavili, y no se observaron diferencias entre MSB y MSA en Mucl6.
Estudios previos han demostrado que el genotipo es uno de los principales
factores que influyen en la eficiencia de la regeneracion por lo que estas
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variaciones podrian deberse a ello (Alam et al., 2019; Kathiravan et al., 2006;
Luan et al., 2019; Sebastiani & Ficcadenti, 2016; Winkelmann et al., 2005).
En el presente estudio se observd una respuesta distinta entre las dos
variedades Cavili y Muc16, en relacién a los medios utilizados.

La morfologia de los brotes y las plantulas fue en su gran mayoria
normal, exceptuando algunas anomalias en el desarrollo de brotes que se
desarrollaban fusionados, como se ha descrito también para otras variedades
de calabacin por Ananthakrishnan et al. (2003).

Nuestro sistema de regeneracion para C. pepo muestra ciertas ventajas
sobre los protocolos anteriores. Primero, se observa una alta tasa de induccion
de brotes, mas del 40 % de los explantes produjeron brotes que
posteriormente se podrian enraizar y dar lugar a plantulas. Esta frecuencia fue
mayor que la de la embriogénesis somatica en calabacin obtenida con el
método de Chee (1992), donde solo el 8 % de los explantes produjeron tejido
embriogénico y la eficiencia de regeneracion de la planta posteriormente
también fue baja. Otra ventaja de este protocolo es la velocidad a la que se
pueden producir las plantulas regeneradas, ya que tras solo dos semanas de
cultivo in vitro hasta un 30 % de los explantes produjeron brotes y a las 4
semanas tuvimos mas de un 20 % de explantes con brote y raiz, sin realizar
ningun cambio en los medios. En cambio, para la regeneracion indirecta se
pueden necesitar mas de 6 meses para producir plantulas (Chee, 1991).

Una vez establecido el protocolo de regeneracion para C. pepo, se
procedio a establecer un protocolo de transformacion con Agrobacterium. La
transformacion genética se lleva a cabo de manera mas o menos efectiva
dependiendo de diferentes factores como son la especie vegetal, la cepa de
Agrobacterium usada en funcion de su virulencia y las condiciones de
inoculacion y cocultivo, entre otros (Canli & Tian, 2009; Shah et al., 2008;
Urtubia etal., 2008). Para optimizar nuestro método se realiz6 la
transformacion en explantes de cotiledon-hipocétilo y fueron cocultivados
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con tres cepas de Agrobacterium, utilizando vacio para una mejor infiltracion,

segun lo descrito en pepino por Nanasato et al. (2013).

Tanto en Cavili como en Mucl6, la mayor eficacia de infeccién se
observo con la cepa AGLO con un area infectada mas amplia con respecto al
area total del explante después de 30 dias de cultivo. AGLO fue seguida en
porcentaje de eficiencia por AGL1 y GV3101 no aportd resultados positivos.
Numerosos estudios han mostrado gran variabilidad en eficiencia de
transformacion usando diferentes cepas. En otras cucurbitéceas, la principal
cepa utilizada para los eventos de transformacion fue EHAL105 en el caso de
Cucurbita moshata, C. pepo, C. maxima, C. ficifolia, (Nanasato et al, 2011,
2013) y también para pepino (Chandrasekaran et al., 2016; Nanasato et al.,
2013), LBA4404 para Cucumis melo (Bezirganoglu et al., 2014) y para sandia
(L. Liu et al., 2016). Otros estudios muestran una comparativa entre cepas,
como en el caso de tomate y melon, donde se observd que las cepas de
Agrobacterium tumefaciens con mayor eficiencia de transformacion fueron
AGL1 y AGLO frente a LBA4404, respectivamente (de Vetten et al., 2003;
Rashid & Lateef, 2016). En Pisum satuvun, Pniewski & Kapusta (2005)
describieron la superioridad también de las dos cepas hipervirulentas AGLO
y AGL1 frente a EHA105, y en Dendrobium catenatum la cepa GV3101
demostro ser més eficiente para la transformacion que la cepa EHA105 (Ji
Chen et al., 2018). Nuestros resultados apoyan una mayor eficiencia de las
cepas AGLO y AGL1 en las variedades Mucl6 y Cavili de C. pepo.

La adicién de acetosiringona es un factor determinante para obtener
una buena eficiencia en la transformacion ya que induce los genes Vir. En el
estudio en C. pepo realizado por Shah et al., (2008), la acetosiringona se
afladio a una concentracion 50 uM, y resultdé en un porcentaje de
transformacion del 0.7 %. Gal-On et al. (2005) utilizaron igualmente una
concentracion de 200 uM acetosiringona para la transformacion de pepino.

En el presente estudio se afiadid acetosiringona 200 uM vy los resultados de
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eficiencia de transformacion fueron mayores que los mostrados por Shah et

al. (2008) oscilando entre 3 % y 6 % de plantulas regeneradas.

La tasa de crecimiento de Agrobacterium influye también en la
eficiencia de la transformacion. Nanasato et al. (2013) examinaron el efecto
de la densidad optica en la transformacion de pepino. Las densidades bajas
(ODe0no 0.01-0.1) no fueron efectivas para la transformacion, aunque las altas
tampoco mostraron resultados positivos (ODsoo 1), una densidad moderada
(ODeoo 0.5) fue méas adecuada para una transformacion eficiente. Esta
densidad moderada podria contribuir a proteger los explantes de un dafio
severo por Agrobacterium y la contaminacion de los brotes adventicios
regenerados. Un apunte importante del presente estudio es que en ambas
variedades de C. pepo, tanto Cavili como Mucl6, el porcentaje de
transformacion, medido como porcentaje de explantes que se tifien con X-
Gluc a las 2 semanas, disminuye al realizarlo en la semana 4, esto podria
deberse a la gran capacidad infectiva que tienen las bacterias al inicio de la
transformacion pero parte de estas células transformadas pueden morir y no
seguir dividiéndose, lo que explicaria por qué disminuye el porcentaje de
transformacion en AGL1 y GV3101 en la variedad Cavili y la de AGLDO,
AGL1y GV3101 en la variedad Muc16 al finalizar el cultivo in vitro.

El método de transformacion que se ha utilizado en este trabajo
consistio en la aplicacion de vacio al cocultivo de cotiledones y
Agrobacterium, y estd basado en el trabajo de Nanasato et al. (2015). Estos
autores transformaron Cucumis sativus y Cucurbita moschata mediante A.
tumefaciens aplicando dos pulsos de vacio, obteniendo una eficiencia de
transformacion de 11.9 £ 3.5 % y de 9.2 £ 2.9 %, respectivamente. En el
presente estudio la cepa AGLO es la que mas eficiencia de infeccion ha

causado, con hasta un 16 % de explante con actividad GUS en la variedad
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Cavili, por lo que parece que la aplicacion de vacio es eficiente para la

transformacion genética.

En condiciones distintas y con otras especies, Liu et al. (2016) en
Citrullus lanatus mostraron que utilizar un tiempo prolongado de precultivo
hacia que la regeneracion de los brotes aumentara de un 10.7 aun 42.9 %. En
el caso del presente estudio, se realizé un precultivo de 24 h de los cotiledones
y el cocultivo fue de 72 h obteniéndose entre un 3y 6 % de regeneracion en
los explantes transformados. Estos datos podrian confirmar que un mayor
precultivo y cocultivo produce una mayor eficiencia de transformacion y de
regeneracion. Sin embargo, H. Wu et al. (2003)en la regeneracion de plantas
de trigo obtuvieron valores de regeneracién mas altos cuando se hacia un
precultivo de solo 1.5 horas, un tiempo de inoculacién de 30 min y cocultivo
de 1 dia, de manera que si se aumentaban alguno de esos tiempos disminuia
el porcentaje de regeneracion, un hecho que contradice los estudios citados

anteriormente.

El presente estudio consiguio regenerar hasta plantula un 6 % de
explantes transformados, confirmandose la transformacion en un 50 % de las
plantas analizadas. Este estudio representa un primer paso para mejorar la
regeneracion y transformacion en estas variedades de C. pepo, para establecer
en un futuro lineas transgénicas que permitan un estudio mas profundo de la
funcién génica. Estas variedades podrian ser modificadas afiadiéndoles la
maquinaria Cas9 (Ellison etal., 2020) que permitiria obtener facilmente
mutantes con deleciones en el ADN diana permitiendo aumentar nuestro

conocimiento de la funcion génica en C. pepo.
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Discusion general

Como se ha descrito a lo largo de esta Tesis Doctoral, el estrés por
bajas temperaturas es un problema grave para los cultivos tropicales y
subtropicales, entre ellos el calabacin, lo que, acompafiado por sus peculiares
caracteristicas como su consumo en estado inmaduro (Toivonen, 2016;
Valenzuela etal., 2017), hace que este estrés provoque grandes pérdidas
economicas asociadas a su almacenamiento y transporte (Carvajal etal.,
2011).

Los dafios por frio se producen en frutos sensibles tras la exposicion
al estrés por baja temperatura, y son consecuencia de las alteraciones
fisiologicas y bioquimicas que ocurren a nivel celular en los tejidos del fruto.
En el caso del calabacin los dafios por frio se manifiestan con la pérdida de
peso, de firmeza y dafios apreciables en la superficie del fruto, como
hundimientos y picado de la superficie (Carvajal et al., 2011, 2015; Martinez-
Téllez et al., 2002). Por todo ello, es una cuestion fundamental la busqueda
de tratamientos que mejoren o incrementen la calidad y vida dtil del fruto, asi
como los estudios que desentrafien la respuesta al estrés por baja temperatura.
Los capitulos I y Il de esta Tesis Doctoral se centran la utilizacion dos
tratamientos, ABA y NO, en la postcosecha del fruto de calabacin.

El ABA es una fitohormona que juega un papel crucial en la respuesta
de las plantas frente a condiciones de estrés, en concreto estd implicada en la
tolerancia de las plantas frente a condiciones adversas que inducen la pérdida
de agua en los tejidos, como ocurre en condiciones de sequia, de alta
salinidad, o frente a bajas temperaturas (Dong et al., 2017; Mehrotra et al.,
2014; Sah et al., 2016; Venzhik et al., 2016). La posible implicacion del ABA
en la resistencia al frio durante postcosecha se ha estudiado en frutos de
calabacin de dos variedades, una resistente y otra sensible a la
frigoconservacion postcosecha. Durante el almacenamiento en frio se ha
detectado un incremento de ABA enddgeno en frutos de la variedad tolerante
Natura, concomitante con un aumento de la actividad de la enzima de sintesis
de ABA AAOQO durante los primeros dias de almacenamiento en frio. Este
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incremento en ABA en los frutos de la variedad tolerante podria estar
relacionada con la adaptacién al frio, lo que se traduce en un mantenimiento
de la calidad del fruto durante el almacenamiento prolongado. En estudios
metaboldémicos en plantas de Arabidopsis sometidas a un estrés hidrico se ha
podido establecer una relacion entre el ABA que responde a este estrés y la
sintesis de moléculas osmoprotectoras, como azucares solubles, prolina y
poliaminas (Urano et al., 2009). En calabacin se ha descrito una acumulacién
mas importante de moléculas osmoprotectoras en variedades tolerantes al frio
(Palma, Carvajal, Jamilena, et al., 2014; Palma, Carvajal, Lluch, et al., 2014).
También se ha identificado al ABA como potenciador de la defensa
antioxidante frente a ROS producidas durante condiciones de estrés frente a
distintos estreses (Palma, Lopez-Gomez, Tejera, et al., 2014; Qitong Zhang
etal., 2019b). En el caso del fruto de calabacin, el ABA podria estar
implicado en una menor acumulacion de ROS y peroxidacion de lipidos. En
melocotdn la aplicacion de ABA retraso el proceso de peroxidacion lipidica,
manteniendo la fluidez e integridad de las membranas, e inhibié la
acumulacién de ROS reduciendo de esta forma el dafio oxidativo lo que
mejoro la calidad del fruto durante el almacenamiento en frio (Qitong Zhang
etal., 2019).

El ABA induce una gran cantidad de respuestas celulares en las
plantas a través de complejas cascadas de transduccion de sefiales, por lo que
la percepcion y la transduccion de estas sefiales son puntos clave en este
estudio. El receptor PYL4 incrementd su expresion durante el
almacenamiento en frio en la variedad Natura, mientras que se produjo una
disminucion de la expresion del receptor PL1 de menor afinidad por el ABA.
Esta acumulacion de PYL4 podria activar la respuesta de ABA de una manera
mas eficiente. Guo etal. (2019) en un estudio transcriptbmico de dos
variedades de arroz con comportamientos extremos frente al estrés por frio,
describieron el aumento de la expresion de los genes que codificaban al

200



Discusion general

receptor PYL4 en la variedad tolerante durante el estrés por frio frente a la
sensible, y destacaron que podria ser clave en la respuesta a este estrés.

Entre los factores de transcripcion implicados la tolerancia al frio en
la respuesta dependiente de ABA destaca AI5L2/ABF3 (J. Wang et al., 2016).
En el presente estudio este factor de transcripciobn mostré una mayor
expresion en los primeros dias de almacenamiento en frio en la variedad
tolerante Natura, hecho que podria repercutir en una mayor respuesta de
sefializacion. En soja, la expresion ectopica del gen AtABF3 indujo una mayor
tolerancia al estrés por sequia, y por tanto a la deshidratacion, mediante la
promocion del cierre estomatico y la prevencion del dafio en las membranas
celulares (H. J. Kim et al., 2018; Nam et al., 2019).

Otros factores de transcripcion como NAC072/RD26 y bHLH112
también mostraron una mayor expresion en la variedad tolerante, ambos estan
fuertemente inducidos por ABA, ademas de estar implicados en la
detoxificacion de ROS (X. Li et al., 2016; Yujia Liu et al., 2015). La histona
deacetilasa HDAG, enzima que modula la respuesta de ABA participando en
la regulacion de estreses como la sequia y la alta salinidad (L.-T. Chen et al.,
2010; L.-T. Chen & Wu, 2010; J.-M. Kim et al., 2017), present6 un drastico
aumento en la variedad Natura a los tres dias de almacenamiento en frio, lo
que sugiere que la modulacién de la expresion genica desempefia también un
papel clave en la respuesta al frio en el fruto de calabacin.

Con la aplicacion de un inhibidor de la sintesis de ABA, tungstato de
sodio, en la variedad tolerante Natura, se pudo confirmar la relacion entre el
ABA y la adquisicion de tolerancia al frio en fruto de calabacin, ya que los
frutos experimentaron una respuesta deficiente a este estrés con mayores
dafios por frio y pérdida de peso. En cambio, la respuesta al frio mejord en
los frutos Sinatra aplicandoles un tratamiento con ABA. En otros frutos como
uva, pifia y melocoton la calidad mejor6 en condiciones de baja temperatura
con el ABA (Cantin et al., 2007; Qin Zhang et al., 2015; Qitong Zhang et al.,
2019).
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El papel del 6xido nitrico frente al estrés por frio también fue objeto
de estudio en esta Tesis Doctoral. EI NO se considera una molécula sefial en
condiciones de estrés, jugando en muchos casos un papel critico tanto en
respuestas frente al estrés bidtico como abidtico (Fancy et al., 2017; Shi et al.,
2012). El tratamiento con 25 pM SNP, donador de NO, mejoro6 la tolerancia
al frio de los frutos de la variedad sensible Sinatra, disminuyendo los dafios
por frio y la pérdida de peso, prolongando de esta forma la calidad del fruto.
Concentraciones mayores provocaron el efecto contrario, pudiéndose atribuir
a un exceso de especies reactivas de nitrogeno derivadas del tratamiento,
como por ejemplo el peroxinitrito. Tratamientos con NO en frutos de tomate
y melocotdn experimentaron respuestas muy similares a lo observado en
calabacin (Saba & Moradi, 2017; R. Zhao et al., 2011).

Es importante destacar el aumento de las proteinas S-nitrosiladas tras
6 horas de almacenamiento en frio en los frutos tratados con NO que podria
indicar la regulacion de la respuesta al estrés por baja temperatura mediante
este tipo modificacion postranscripcional de proteinas implicadas en el
mantenimiento de la homeostasis celular. Esta establecido que esta molécula
controla la actividad enzimatica mediante S-nitrosilacion de proteinas,
regulando el metabolismo de las ROS a través de la modulacion de enzimas
productoras de ROS vy sistemas antioxidantes (Romero-Puertas & Sandalio,
2016).

Nuestros resultados muestran que el estrés oxidativo que se deriva de
la exposicion a baja temperatura fue menos pronunciado en los frutos tratados
con NO, presentando éstos una menor peroxidacion lipidica y contenido en
H20>, probablemente debido a un aumento en las actividades de GR, SOD y
APX. En estudios anteriores se ha descrito como el NO puede proteger contra
el dafio oxidativo aumentando las actividades de estas enzimas antioxidantes
(S. Sharma et al., 2020; Wills et al., 2015; M. Xu et al., 2012; Z. Yang et al.,
2012; Qitong Zhang et al., 2019). La capacidad antioxidante total fue mayor
en los frutos tratados con NO, respaldada por el aumento de fenoles, ascorbato
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y actividad de la enzima PAL, al igual que lo descrito en banana y cereza
(Aghdam et al., 2019; Y. Wang et al., 2013). Similar a la respuesta a ABA, el
NO indujo un aumento en el contenido de compuestos osmoprotectores como
la prolina, con un maximo a los 5 dias de almacenamiento en frio. La
putrescina en los frutos tratados con SNP fue menor al final del
almacenamiento en frio, lo que podria indicar que esta poliamina se cataboliza
para formar GABA, metabolito que se ha asociado a la tolerancia al frio en
fruto de calabacin (Palma, Carvajal, Jamilena, etal., 2014; Palma et al.,
2019).

De nuestros resultados se puede concluir que el NO, debido
principalmente al ciclo ASC-GSH, parece desempefiar un papel regulador en
el equilibrio antioxidante en el fruto de calabacin durante la primera parte del
almacenamiento en frio, manteniendo la homeostasis redox celular.

La interaccion entre el ABA y el NO esta siendo muy estudiada en los
ultimos afios. Ha sido descrito que en condiciones de estrés ambiental, ABA
interactUa con otras sustancias de sefializacién enddgenas como puede ser el
NO (Asgher etal., 2017), ya que participa en una serie de cascadas de
sefializacion que controlan las respuestas de las plantas al estrés abiotico
(Fancy et al., 2017). EI NO se ha demostrado que actia en la respuesta al
ABA en las situaciones de estrés mediante la interaccion con la proteina
fosfatasa 2C (PPC2), que se une y estabiliza el complejo del receptor ABA
(ABA-PYL / PYR / RCAR) (Santiago et al., 2009), en la activacion de la
cascada de sefiales MAPK derivada de la respuesta a ABA (A. Zhang et al.,
2007) o mediante las modificaciones postranscripcionales de numerosas
enzimas antioxidantes regulando el estrés oxidativo (Asgher etal., 2017;
Prakash et al., 2019; Romero-Puertas & Sandalio, 2016).

En determinadas circunstancias, como la induccion del cierre
estomatico y la regulacion positiva de la transcripcion de genes de enzimas
antioxidantes y de sus actividades, el NO actua principalmente como un factor
aguas abajo de la via de sefializacion por ABA (Dong et al., 2017; Freschi,
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2013; Tian et al., 2020; Qitong Zhang et al., 2019). En un estudio realizado
por Qitong Zhang et al. (2019) en melocotdn, observaron con el tratamiento
con ABA aumenta las actividades de APX, CAT y SOD, pero sus efectos se
vieron revertidos blogueandose las actividades de las enzimas antioxidantes
y el contenido de antioxidantes en presencia tanto de PT10 como del inhibidor
de la sintesis de ABA (TS). En melocotones bajo estrés por frio el tratamiento
con NO no modificé los niveles de ABA, apoyando que el NO es inducido
por ABA (Tian et al., 2020; Qitong Zhang et al., 2019).

Durante el almacenamiento en frio de los frutos se producen cambios
muy importantes en la transcripcién génica para hacer frente a este estrés. El
gen MYB106-like fue seleccionado para su estudio a partir de analisis
transcriptomicos de variedades contrastantes (Carvajal et al., 2018), como
gen implicado en la tolerancia al frio (Capitulo Ill). Se validaron los
resultados anteriores estudiandose en profundidad la dinamica de expresion
del gen a lo largo del periodo en frio del fruto, detectdndose la induccion de
la transcripcion de MYB106-like en la variedad tolerante Natura a los 10 dias
de almacenamiento en frio. En los estudios realizados los tejidos vegetativos
de plantas sometidas estrés por frio no se detect6 induccion de la transcripcion
para este gen ni tampoco diferencias en la expresion entre las variedades mas
y menos tolerantes al frio, por lo que podemos concluir que la respuesta de
este gen al estrés es especifica de fruto. Los factores de transcripcion de la
familia MYB no se expresan igual entre los distintos tejidos, ademas de
responder de forma distinta a las condiciones fisioldgicas, lo que indica el
gran potencial regulador de estos factores de transcripcion. Yanhui et al.
(2006) estudiaron los perfiles de expresion de 168 genes de la superfamilia
MYB, comprobando que la mayoria de ellos respondian a hormonas y a
situaciones de estres.

El estudio de la interacciones para el factor de transcripcion MYB106-
like sefialo su relacion con el gen HDG2 implicado en la formacion de
tricomas (Peterson et al., 2013), y con SHN1/WINL1 que ha sido catalogado
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como uno de los principales reguladores transcripcionales en la biosintesis de
la cuticula (M. He et al., 2018).

Para poder profundizar en el estudio de genes seleccionados y para
comprobar su relacion con la tolerancia al frio en frutos se ha iniciado la
puesta a punto de protocolos de regeneracién y editado genético en C. pepo.
En primer lugar, se realizaron estudios con vectores viricos (Capitulo 1V) y
se inicid la puesta a punto de un sistema de transformacion y regeneracion
(Capitulo V).

El estudio para la sobreexpresion y silenciamiento de genes de interés
de forma transitoria se realiz6 mediante el uso del vector virico atenuado
ZYMV-AGII (Gal-On, 2000). Se realizaron distintas construcciones para la
evaluacion la infectividad de las mismas, los fenotipos provocados y su
expresion en los distintos tejidos de la planta. Nuestros resultados
confirmaron la infectividad de los constructos en las plantas de C. pepo,
comprobandose tanto la expresion del virus como la correcta sobreexpresion
y silenciamiento del gen MYB106-like. Se observd un aumento relativo de la
expresion con respecto al control del 65 % y disminucion del 75 % con ambas
construcciones respectivamente, resultados similares se describieron por
Shoresh et al. (2006) en la sobreexpresion y silenciamiento de los niveles de
ARN mensajero del gen TIPK en pepino. Los vectores control, vector virico
vacio y con la proteina fluorescente verde no provocaron cambios en la
expresion del MYB106.

El virus se distribuy6 por toda la planta hospedante pero de manera no
uniforme, lo que concuerda con lo encontrado previamente por otros autores
con diversas construcciones del mismo vector virico (Aly et al., 2005; Arazi
etal., 2001, 2002; Shoresh et al., 2006). La sintomatologia expresada en
plantas infectadas mostrd similitudes entre los vectores viricos control y la
construccion para el silenciamiento, con fenotipos en mosaico muy leves. Sin
embargo, en el caso de la sobreexpresion, las hojas mostraron una
sintomatologia distinta a las encontradas en las otras infecciones, ademas de
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observarse distintos mosaicos provocada por el virus en la misma planta. En
el estudio realizado por Arazi et al. (2002) la utilizacion del vector ZYMV-
AGII para la expresion de dos proteinas distintas provoco también una
sintomatologia diferente entre las plantas infectadas con cada una de las
construcciones.

El vector con el gen MYB106-like para sobreexpresion infectd la
planta durante su desarrollo, llegando a expresarse en fruto, tanto en
mesocarpo como en exocarpo. La sintomatologia que provoco el vector virico
para la sobreexpresion fue bastante tenue en el mesocarpo, y se observaron
en el exocarpo pequefias deformaciones y mosaicos de distinto color que no
afectaban a su tipica morfologia, sin embargo, estas alteraciones se
acentuaban con el paso del tiempo. Arazi et al. (2001) en plantas infectadas
con el mismo vector virico usado en nuestro estudio, que incluia el interferén-
alfa 2 humano, provocé sintomas visibles en las hojas de calabacin con
mosaicos leves, pero sin sintomatologia observable en los frutos, aunque si se
detecto su presencia mediante RT-PCR.

En Arabidopsis y soja se ha demostrado la implicacion de genes de la
subfamilia R2R3 MYB en el desarrollo de los tricomas (Jakoby et al., 2008;
S. Yang etal., 2018). En este estudio la sobreexpresion del factor de
transcripcion MYB106-like no provocd cambios detectables en los tricomas
del fruto, aunque estos resultados no son concluyentes y deberian realizarse
futuros estudios mas detallados mediante microscopia.

En relacion con la cuticula por su asociacién con la adaptabilidad de
las plantas al estrés por temperatura (J. He et al., 2019; Shepherd & Griffiths,
2006), sean desarrollado recientes estudios en nuestro grupo de investigacion,
detectado patrones diferenciales en el depésito de ceras cuticulares en frutos
de calabacin de diferentes variedades y condiciones, por lo que estos
resultados podrian indicar una composicion diferencial de la misma. También
se ha descrito la regulacion positiva de la formacion de la cuticula en
Arabidopsis por el factor de transcripciéon MYB106, ademas de interaccionar
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con otros genes importantes para la biosintesis de cuticula como SHN1
(Oshima et al., 2013; Oshima & Mitsuda, 2013) Futuros estudios sobre la
composicion de las ceras cuticulares en los frutos seran necesarios
disponiendo en paralelo de las construcciones del vector virico para la
sobreexpresion y silenciamiento a la vez que el control con el vector virico
vacio descartando de este modo los propios efectos del vector.

Debido a las limitaciones de los vectores viricos, que no permiten la
transformacion estable, se intenté establecer un protocolo para la
transformacion y regeneracion en C. pepo, asumiendo con ello un gran reto,
ya que esta especie es una de las més recalcitrantes para la regeneracion y
transformacion dentro de las cucurbitaceas.

Para la regeneracion, la seleccion del tipo de explante es fundamental
por lo que se evaluaron distintos explantes a partir de la semilla de calabacin,
sefialando como el mas adecuado el uso de la zona del cotiledén préxima al
hipocétilo. EI mismo tipo de explantes fueron utilizados con éxito por
Ananthakrishnan et al. (2003) en otras variedades de calabacin, y Y. Zhang
etal. (2008) en Cucurbita moschata. La evaluacion de distintas
combinaciones de reguladores del crecimiento en diferentes concentraciones
para establecer un protocolo rapido y eficiente de regeneracion, mostré una
mayor eficacia en la formacion de brotes a partir de un medio de cultivo con
una elevada proporcion citoquinina/giberelina, mientras que la eficiencia de
induccion de raiz fue mayor en el medio que contenia la menor concentracion
de citoquininas. Nuestros resultados concuerdan con lo observado en
anteriores estudios, donde se enfatiza el papel de las citoquininas y su
combinacidon con giberelinas en distintas especies (Afroz etal., 2009;
Hernandez etal., 2009; Mali & Chavan, 2016; Moallem etal., 2012;
Nanasato et al., 2011).

El protocolo de regeneracion aport6 resultados positivos llegando a
alcanzar la eficacia en la regeneracién de los brotes un 40 % y de raiz casi un
90 %, ademas de la velocidad, ya que solo 2 semanas después de establecer
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el cultivo de explantes, hasta un 30 % de los mismos produjeron brotes, los
protocolos de regeneracion indirecta pueden necesitar mas de 6 meses para
producir plantulas.

Para la transformacién de los explantes de C. pepo a partir de los
protocolos de regeneracion seleccionados, se evaluaron 2 variedades (Cavili
y Mucl6) y 3 cepas de Agrobacterium, utilizandose como método de
transformacion la aplicacion de vacio al cocultivo de cotiledones y
Agrobacterium, basado en el trabajo de Nanasato et al. (2015) con
modificaciones.

En ambas variedades la cepa de Agrobacterium que presentd mayor
eficacia de infeccion fue AGLO, seguida por AGL1, y GV3101 que no aportd
resultados positivos. Estudios previos demuestran una gran variabilidad en la
eficacia de transformacion usando distintas cepas (Shah etal., 2008). En
tomate y melon las cepas con mejores resultados para la transformacion han
sido AGL1 y AGLO (de Vetten et al., 2003; Rashid & Lateef, 2016).

En ambas variedades el porcentaje de transformacién disminuyé en la
semana 4, esto podria deberse a la gran capacidad infectiva que tienen las
bacterias al inicio de la transformacion, sin embargo, parte de estas células
transformadas mueren y no siguen dividiéndose, por lo que a las 4 semanas
encontramos un gran namero de plantulas no transformadas. Del total de
explantes transformados un 6 % se desarrollaron a plantulas, de los que un 50
% dieron positivo en la PCR de deteccion del transgén. Estos resultados son
muy prometedores y sientan las bases de futuros estudios para la obtencion

de plantas transgénicas estables de C. pepo.

La presente Tesis Doctoral ha contribuido al conocimiento de la
postcosecha de calabacin, aportando distintos tratamientos que mejoran la

tolerancia al frio. Los estudios génicos y las herramientas biotecnologicas

208



Discusion general

desarrolladas permitiran seguir profundizando y desentrafiando la fisiologia

y el comportamiento del fruto de C. pepo frente al estrés por frio.
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Conclusions

1. ABA mediates the induction of chilling tolerance in zucchini fruit,
since exogenous ABA increased tolerance in cold sensitive fruit and the
variety with higher resistance accumulated ABA in fruit during cold storage.
Our results could be used for the development of effective postharvest
treatments to improve chilling defence responses as well as for the selection
of new cold-resistant varieties.

2. NO reduces chilling injury damages and appears to play a
regulatory role in the antioxidant balance, mainly by activating the ASC-GSH
cycle, and maintaining the cellular redox homeostasis during the first part of
cold storage. The application of NO to fruit of the sensitive variety Sinatra
ameliorated the chilling injury symptoms, thereby improving the quality of
zucchini fruit during cold storage. This treatment should be considered to
prevent fruit decay during postharvest conservation at low temperature.

3. The gene encoding MYB106-like transcription factor was selected
in a transcriptomic analysis of cold resistance. During cold storage this gen
showed higher expression in fruits of the tolerant variety Natura compared to
the sensitive variety Sinatra. These results associate this gene with the
acquisition of cold tolerance in fruit at postharvest, thus being a good
candidate for gene editing analysis.

4. All the viral constructions with the viral vector ZYMV-AGII
successfully infected zucchini plants, constituting a simple and fast method
for the study of gene function in plants. The viral vector was expressed in all
the tissues of the fruit. This method however would be more suitable for
young plants since, over time, the symptoms of the infection worsen, being
able to mask or hinder the study of gene function in fruit.
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5. A protocol for efficient zucchini plant regeneration was optimized
using cotyledon explants. The highest induction of shoot development was
achieved in 40 % of the explants with the MSB medium (1: 0.1 mg/ L; BAP:
GA3) and up to 80 % of the explants developed roots with the MSC medium
(0.1:1 mg/L; BAP:GA3). For the transformation experiments, the AGLO
strain of A. tumefaciens was selected as the most appropriated for C. pepo as
it reached the best transformation indices for the zucchini varieties used.
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