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RESUMEN

La antesis de una flor es un estadio crucial
para el destino del ovario ya que estimulos
endodgenos -polinizacién o nivel hormonal ele-
vado- o0 exdgenos -aplicacion hormonal- indu-
cen el proceso de fructificacién. En ausencia
de estos estimulos el ovario deja de crecer e
inicia un proceso de senescencia. Previamen-
te se ha observado que, en ovarios no
polinizados, la senescencia va acompafnada
por un incremento en la actividad/expresion de
ciertas tiol-proteasas, parametros que dismi-
nuyen durante la etapa temprana del desarro-
llo de frutos. El objetivo fue analizar la locali-
zacion de proteasas y los cambios anatémi-
cos asociados a los procesos de fructificacion
0 senescencia que se producen durante la eta-
pa temprana del desarrollo de los frutos de to-
mate obtenidos por polinizacion natural o por
tratamiento con AG3. Durante el periodo en
que los ovarios no polinizados mantienen su
sensibilidad a la aplicacion hormonal, se ob-
servé una acumulacién de polipéptidos rela-
cionados antigénicamente con la tiol-proteasa
papaina, principalmente en la epidermis del
pericarpio, sin evidenciarse alteraciones en la
integridad de los tejidos. Frutos de 8 dias de
desarrollo obtenidos con AG3, en comparacion
con los polinizados, evidenciaron un incremen-
to en el espesor del pericarpio relacionado prin-
cipalmente con una mayor elongacion de las
células del mesocarpio.
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SUMMARY

Flower anthesis is a crucial stage for the
ovary’s fate because endogenous stimuli -polli-
nation or high hormonal level- or exogenous
ones -hormonal application- induce the fruit set.
In the absence of these stimuli, the ovary stops
growing and starts the senescence process. It
has previously observed that, in unpollinated
ovaries, the senescence goes together with the
increase in the activity/expression of certain
thiolproteases, parameters that decrease
during the early stage of fruit development. The
objective was to analyze the location of
proteases and anatomic changes associated
with the fruit set or ovary senescence processes
that take place during the early stage of the
tomato fruit development obtained by natural
pollination or by treatment with GA3. During
the period in which the unpollinated ovaries
keep their sensitivity to the hormone applica-
tion, an accumulation of polypeptides related
antigenically with papain thiolprotease was
observed, mainly in the epidermis of the
pericarp, showing no signs of alterations in the
tissue integrity. Fruits of 8 days of development
obtained with GA3, compared to the pollinated
ones, showed an increase in the thickness of
the pericarp related mainly with a higher
enlargement of the mesocarp cells.
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INTRODUCCION

El proceso de senescencia en plantas corresponde a la etapa final del desarrollo
vegetativo y reproductivo, e involucra la actividad de enzimas hidroliticas que permiten
la movilizacion y redistribucién ordenada de nutrientes principalmente carbono, nitroge-
no y fosforo, para ser utilizados en otras partes de la planta. La muerte celular sélo
ocurre cuando se ha completado la remocioén de las macromoléculas (7, 11, 13, 18).

El desarrollo del programa de senescencia involucra dos fases. Durante la prime-
ra, las células permanecen viables, se modifica la expresion de determinados genes 'y
aunque se evidencian cambios en la estructura subcelular es factible revertir el proce-
so. La fase final, de naturaleza irreversible, concluye con la muerte celular y se carac-
teriza por la aparicion de marcadores morfologicos y bioquimicos similares a los ob-
servados en otros procesos de muerte celular programada (13, 17, 20).

Se ha informado que las principales enzimas responsables de la movilizacion de
nitrégeno en tejidos senescentes como parte de mecanismos de supervivencia perte-
necen a la familia de las cistein proteasas (9, 13, 16).

En frutos de tomate, Schaffer y Fischer (21, 22) estudiaron la presencia de
proteasas en respuesta al estrés causado por temperatura. Observaron que se acu-
mula el C14-ARNm que codificaria para una cistein proteasa de la familia de la papaina,
cuya funcion estaria relacionada con la degradacion de polipéptidos desnaturalizados
por exposicion a altas y bajas temperaturas.

Diversos autores coinciden en manifestar que, en arveja, los factores que indu-
cen la fructificacion y desarrollo de los frutos controlan la actividad proteolitica y su
localizacion (7, 9, 13).

Estudios realizados en tomate indican que durante el periodo en que se mantiene
la sensibilidad a la aplicacién de acido giberélico (AG3), se incrementa la actividad
proteolitica sobre azocaseina, los niveles de polipéptidos detectados con el anticuer-
po contra papaina y la tiol proteasa C14, y en la expresion del gen C14 tiol-proteasa.
Por el contrario, durante la etapa de desarrollo de los frutos fertilizados o tratados con
AG3, se produce una disminucién de estos parametros (1, 2).

Durante el desarrollo de frutos de tomate obtenidos por autopolinizacion, el ana-
lisis de los niveles enddgenos de hormonas evidencia dos picos de acumulacion de
giberelinas, que coinciden con la activacion de la division celular temprana en la fase
inicial de formacion del ovario y con la expansion celular durante el desarrollo de
frutos, en los que el crecimiento es maximo y los niveles de auxina decrecen (12, 15).
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Es posible inducir la fructificacién partenocarpica artificialmente por aplicaciéon de
reguladores de crecimiento en la pared del ovario de flores emasculadas. El tratamiento
consiste en provocar la acumulacion de reguladores en niveles adecuados para permitir el
proceso de division y agrandamiento celular que conduce al establecimiento y desarrollo
de frutos, aun antes de lo que ocurriria en ovarios autopolinizados (4, 10, 12, 19).

Objetivo

e Analizar la localizacion de proteasas y los cambios anatémicos asociados a
los procesos de fructificacion o senescencia que se producen durante la
etapa temprana del desarrollo de los frutos de tomate obtenidos por poliniza-
cion natural o por tratamiento con AG3.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cultivar Rutgers.
El cultivo se desarroll6 en una cabina de invernadero con temperatura controlada que,
de acuerdo con las condiciones ambientales, fluctué estrictamente entre 12 a 30°Cy
un fotoperiodo de 16 horas. Las plantas se regaron con solucién nutritiva de Hoagland
N° 1 que contiene los oligoelementos de Hewitt (14). La conduccion del cultivo se
realizé a un solo tallo eliminando los brotes laterales.

En los ensayos se utilizaron Unicamente cinco flores de las tres primeras
inflorescencias, eliminandose el resto. La tercera flor de cada inflorescencia se em-
pled para la obtencion de frutos en desarrollo, ya fuera permitiendo la polinizacion
natural o induciendo la fructificacién partenocarpica por aplicacion de 20 ul de AG3
preparado en 0,1% Tween 20 a flores emasculadas obtenidas por eliminacion de pé-
talos y estambres dos dias antes de la antesis. El resto de las flores se emascularon
a efectos de permitir el desarrollo de solamente un fruto por racimo. Los tratamientos
hormonales se realizaron a 0 dias post antesis (dpa), registrandose el momento de
aplicacion hormonal o la fecha de antesis como dia cero del periodo de desarrollo de
los frutos partenocarpicos o polinizados, respectivamente.

El material vegetal destinado a la caracterizacién anatémica del pericarpio se
fijo en forma periddica en FAA (alcohol etilico:agua destilada:formol:4cido acético
glacial, 10:7:2:1). En una etapa posterior, el material fue deshidratado en una serie
de etanol-alcohol terbutilico (TBA) hasta llegar al 100% de TBA y se incluy6 en
Paraplast (parafina sintética insoluble en agua). Las secciones de 10 um de espesor
fueron obtenidas con un micrétomo rotatorio tipo Minot, se tifieron con safranina en
etanol 50% y se montaron en Balsamo de Canada (8).

La caracterizacion anatémica del pericarpio se realiz6 por observacion microsco-
pica considerando nimero y espesor del pericarpio. Se utiliz6 como indicador del
namero de capas celulares, el nimero de células presentes en la parte media de la
hoja carpelar entre la superficie del fruto y la capa mas interna del mismo (23).
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Para los valores asumidos por las variables espesor y nimero de capas celulares
del pericarpio se realiz6 un andlisis de la varianza y posteriormente un test de compa-
racion de medias (Tukey, p < 0,0002) para cada tratamiento.

Para los estudios de localizacién inmunohistoquimica de proteasas, el material
se fij6 en p-formaldehido 4%. La inmunolocalizacion de proteasas se llevo a cabo
empleando anticuerpos policlonales obtenidos en conejo contra papaina de Carica
papaya como antigeno (6) y antirabbit-lgG-alkaline phosphatase (Boehringer, Mannheim
GmbH, Mannheim, Germany) como segundo anticuerpo. El revelado se realiz6 em-
pleando nitro blue tetrazolium (NBT) y bromo-cloro-indolyl-fosfato (BCIP) (Boehringer,
Mannheim GmbH, Mannheim, Germany), como sustrato de la fosfatasa alcalina. Se
analizaron ovarios y frutos en desarrollo de 0, 8 y 14 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Previamente se observo que en ovarios no polinizados del cv. Rutgers fue posible
inducir el desarrollo partenocarpico de frutos por aplicacion de AG3 hasta por lo me-
nos 13 dpa. Estos resultados indicarian que el estadio fisiol6gico de los ovarios co-
rresponde a la etapa reversible de la senescencia (1, 3).

El analisis del rol que poseen ciertas proteasas y particularmente algunas tiol-
proteasas en la regulacion de los posibles destinos del ovario de tomate -senescencia
o desarrollo del fruto- evidencio que los anticuerpos contra papaina permitian detectar
una banda de 58 kDa cuyos niveles se incrementaban en ovarios no polinizados y
desaparecia gradualmente durante la etapa temprana del desarrollo de los frutos (1, 2).

Con el objeto de analizar la localizacion histolégica de estas proteasas y su vincu-
lacién con los cambios anatomicos asociados a estos procesos, se realizaron estu-
dios de inmunolocalizacion de proteinas relacionadas antigénicamente con papaina,
en cortes de tejido provenientes de ovarios no polinizados o frutos en desarrollo reco-
lectados a 0y 8 dpa.

Como se observa en la foto 1 (pag. 61), el patron de respuesta fue similar al
verificado en extractos de tejidos al analizar la evolucion de proteasas (1, 2). En los
ovarios no polinizados la sefial se localizé principalmente en la epidermis del pericarpio,
mientras que en los frutos obtenidos por polinizacion natural o aplicacion de AG3, la
marcacion fue practicamente nula.

Es importante destacar que, a pesar de la acumulacion de proteinas relaciona-
das antigénicamente con la proteasa papaina, los ovarios no polinizados de 8 dpa no
mostraron signos de deterioro celular, lo cual estaria de acuerdo con el estadio fisiol6-
gico correspondiente a la etapa reversible de la senescencia.

Estos resultados sugeririan un control hormonal de la actividad de ciertas tiol-
proteasas y de su localizacion en los ovarios de tomate durante los procesos alterna-
tivos de fructificacion o senescencia.
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Inmunolocalizacién de proteinas con anticuerpos contra papaina en cortes trans-
versales de ovarios no polinizados (A, D), frutos en desarrollo por tratamiento con
AG3 (B, E) o por autopolinizacion (C, F), recolectados luego de 8 dias de desarro-
llo. A, B, C: suero antipapaina. D, E, F: control, suero preinmune. La flecha indica
la localizacién de proteinas relacionadas antigénicamente con la proteasa papaina.
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Se analizaron ademas los cambios anatomicos producidos en los ovarios no
polinizados y frutos en desarrollo tras el tratamiento hormonal, realizdndose recuento
de nimero y espesor de las capas celulares que conforman la pared de los carpelos,
tal como se muestra en la siguiente tabla.

Evaluacion del espesor y nimero de capas celulares del pericarpio de ovarios no
polinizados recolectados a 0 y 8 dpa (EO y E8), frutos de 8 dias de desarrollo
obtenidos por polinizacion natural (P8) o por aplicacion de 100 ppm de AG3 (G8).

Tratamiento Espesor Capas n
EO 90,96 + 12,80 a | 11,20+1,20a | 10
E8 165,22 + 14,44 a 1291 +2,11a | 10
P8 427,66 + 64,86 c 22,13+2,60b | 11
G8 763,46 + 139,00 b | 2590+6,30b | 13

La comparacion de medias se realiz6 aplicando el test de Tukey (p < 0,0002)

Los ovarios provenientes de flores emasculadas recolectados hasta 8 dpa pre-
sentaron practicamente el mismo nimero de capas celulares en las hojas carpelares,
mientras que el espesor del pericarpio se increment6 en aproximadamente el 50%.
Analizando en forma conjunta la evolucion del peso fresco de los ovarios no polinizados
informados previamente (1, 2, 3) y cotejando con estas observaciones, es posible
indicar que el desarrollo en esta fase se relacionaria, a nivel celular, con la etapa de
agrandamiento celular.

En los frutos polinizados, el estimulo hormonal endégeno proveniente de la poli-
nizacién natural indujo un incremento en el espesor del pericarpio aun mayor que en
ausencia de estos estimulos: a los 8 dias el espesor resulté cuatro veces superior y el
numero de capas celulares se duplicé, por lo que este aumento se deberia no sélo a
agrandamiento celular sino también a division.

Los frutos partenocarpicos de 8 dias de desarrollo obtenidos por aplicacion
exogena de AG3, en comparacion con los frutos resultantes de la autopolinizacion,
mostraron un notable incremento en el espesor, aunque el nimero de capas no se
diferencié significativamente. El efecto de las giberelinas sobre el nUmero de capas
seria el equivalente al producido por el balance hormonal endégeno desencadenado
por la polinizacion, mientras que a nivel del agrandamiento celular el efecto fue mas
pronunciado.

Se analizé ademas si estas tendencias se mantenian a lo largo del desarrollo de
los frutos partenocarpicos. A los 14 dias de desarrollo, los frutos partenocéarpicos ob-
tenidos por aplicacion de giberelinas presentaron un mesocarpio conformado por cé-
lulas mas alargadas que sus andlogas de frutos con semillas, haciéndose mas pro-
nunciadas las diferencias hacia el interior del I6culo (foto 2, pag. 63).
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Foto 2. Microfotografias de cortes transversales de ovarios no polinizados recolectados
a0y 8 dpa (EO0y EB), frutos de 14 dias de desarrollo obtenidos por aplicacion de
100 ppm de AG3 (G14) o por polinizacién natural (P14). Se observa mayor
elongacion de las células del mesocarpio (ME) en los frutos partenocarpicos de
14 dias de desarrollo (G14).

En base a estas observaciones y considerando lo informado por Gillaspy et al. (12),
el mayor agrandamiento de las células del mesocarpio se relacionaria con el momen-
to en que se efectuaron los tratamientos con AG3. En los frutos polinizados, este
momento corresponderia al segundo pico de acumulacién de giberelinas durante la
fase de expansion celular.

Es de remarcar que a pesar de este notable aumento inicial en el espesor del
pericarpio inducido por la aplicacion de AG3, al alcanzar el tamafio final, los frutos no
evidenciaron diferencias significativas en el espesor del pericarpio ni en el nimero de
capas celulares que lo conforman.

De acuerdo con lo caracterizado previamente para este cultivar (5), el tamafio
final de los frutos tratados con AG3 fue considerablemente menor en comparacion
con los autopolinizados, lo cual podria estar relacionado con la contraccién de los
I6culos producida por la ausencia de placentas y semillas, mas que a diferencias en la
constitucion de las paredes del carpelo.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indicarian que en los ovarios no polinizados de tomate,
la expresién y/o actividad de proteasa/s de la familia de la papaina es regulada
temporal y espacialmente durante los procesos alternativos de senescencia o
fructificacion.

El estadio fisioldgico de los ovarios no polinizados a los 8 dias de desarrollo co-
rresponderia a la etapa reversible de la senescencia, no observandose signos de
deterioro celular a pesar de la acumulacion de polipéptidos relacionados
antigénicamente con la papaina, en la epidermis del pericarpio.

El proceso de fructificacion desencadenado por aplicacion de AG3, en compara-
cién con los obtenidos por polinizacion natural, se relaciona a nivel celular con
una mayor elongacioén de las células del mesocarpio sin alterar significativamente
el nimero de capas celulares que conforman el pericarpio.
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