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RESUMEN

‘Micro-Tom’ es un cultivar de Solanum lycopersicum (tomate) que se ha tomado como
modelo en diferentes estudios biotecnoldgicos realizados recientemente en esta especie. Se
ha sugerido que el fenotipo enano de ‘Micro-Tom’ es el resultado de tres mutaciones en los

genes dwarf, miniature y self-pruning.

Esta investigacion tuvo por objetivo establecer una relacion entre la expresion de estas
mutaciones con pardmetros que podrian influir en el tamano final del fruto y en el
rendimiento de este cultivar, tales como el area de las células del pericarpio, el espesor del

pericarpio y la eficiencia del transporte realizado por los tejidos conductores del pedicelo.

Mediante la caracterizacion fenotipica de una muestra de mutantes, se encontré que las
plantas mutantes P1B3.7.11, P40D11.5 y P40D7.12 fueron las que desarrollaron frutos de
mayor tamafio; asi mismo, también fueron los mutantes que mostraron un mayor
rendimiento. Se encontrd que la capacidad floemiana, el espesor del pericarpio y el area de
las células del pericarpio tienen un efecto directo en la determinacion del tamano del fruto
de Solanum lycopersicum (tomate) cv. Micro-Tom. A su vez, estos factores, estan
determinados por las mutaciones Sefl-Pruning, Dwarf y Miniature presentes en el genoma
de ‘Micro-Tom’. Este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones en cuanto a los
factores que determinan el desarrollo del fruto de Solanum lycopersicum (tomate) y el

rendimiento de la planta.

Xiv
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ABSTRACT

‘Micro-Tom’ is a Solanum lycopersicum (tomato) cultivar which has been taken as a model
in many biotechnological studies realized recently in this species. It has been suggested that
‘Micro-Tom’'s dwarf phenotype is the result of three principal mutations on the gens dwarf,

miniature and self-pruning.

This research aimed at the establishment of a relationship between the expression of these
mutations with parameters that could influence the final fruit size and yield of this cultivar,
as pericarp cells area, pericarp thickness and the transport efficiency of the conductive

tissues of the pedicel.

By the phenotypic characterization, mutants P1B3.7.11, P40D7.12 P40D11.5 were found to
develop larger fruits and therefore, they showed a higher yield performance. It was found
that phloem efficiency, pericarp thickness and the area of the pericarp cells have an effect
in determining the size of the fruit of Solanum lycopersicum (tomato) cv. Micro-Tom. In
turn, these factors, are determined by the mutations Sefl-Pruning, Dwarf and Miniature in
‘Micro-Tom’'s genome. This work provides the basis for future research on the parameters
that determine the development of the fruit of Solanum lycopersicum (tomato) and plant

performance.
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ABREVIATURAS

°Bx: Grados Brix

°C:  Grados centigrados
pL:  Microlitro

um:  Micrémetro

cm:  Centimetro

cv:  Cultivar

EMS: Etilmetanosulfonato
FTA: Fruit Texture Analyser
g: Gramo

Kg: Kilogramo

mL:  Mililitro

mm: Milimetro

rpm: Revoluciones por minuto

s: Segundo
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1.1 INTRODUCCION

El tomate es una especie horticola que, debido a sus caracteristicas genéticas,
constituye un sistema modelo para estudios del desarrollo en plantas, alternativo a
Arabidopsis thaliana. En el caso del tomate, ubicado en el primer rango de
producciones mundiales de frutos, los esfuerzos se han concentrado, durante los
ultimos afios, en el mejoramiento de su calidad organoléptica. Hoy en dia, uno de los
principales objetivos consiste en maximizar el rendimiento, manteniendo su calidad

nutricional.

‘Micro-Tom’ es un cultivar de Solanum lycopersicum (tomate) que se ha tomado como
modelo en diferentes estudios biotecnologicos realizados recientemente en esta especie,
ya que esta variedad, estd adaptada para la utilizaciéon en laboratorio. Su fenotipo
enano, su ciclo de vida corto, la facilidad de ser transformado mediante Agrobacterium
y su alta densidad de produccién en invernadero (~300 plantas/m?), son caracteristicas
que lo convierten en un buen sistema modelo, sobre todo para estudiar para el

crecimiento del fruto de tomate.

Se ha sugerido que ‘Micro-Tom’ es el resultado de tres mutaciones principales: dwarf,
miniature y self-pruning; sin embargo, estas mutaciones no han sido relacionadas con
parametros que podrian influir en el tamafio final del fruto y en el rendimiento de

Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

1.2 HIPOTESIS

Si la presencia de tres mutaciones en el genoma de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’ determina cambios estructurales y fisiologicos, es posible que la

caracterizacion fenotipica de una muestra de mutantes pueda ser de ayuda en la
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determinacion de pardmetros que puedan influir en el tamafo final del fruto y en el

rendimiento de la planta.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar parametros relacionados con la expresion de tres genes en el fenotipo de una
muestra de mutantes de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’, tales como el area
de las células del pericarpio, el espesor del pericarpio y la eficiencia del transporte

realizado por los tejidos conductores del pedicelo.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de una muestra de mutantes
de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

e Realizar un analisis de los tejidos conductores del pedicelo de una muestra de
mutantes de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

e Determinar el area de las células del pericarpio de los frutos de una muestra de
mutantes de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

e Determinar si la altura de la planta de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’
influye en la determinacion del tamano final del fruto.

e Relacionar la expresion de las mutaciones en los genes Sefl-Pruning (sp), Dwarf (d)
y Miniature (mnt) del fenotipo de una muestra de mutantes de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’ con parametros que podrian influir en el

tamafio final del fruto y en el rendimiento de este cultivar.
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1.4 JUSTIFICACION

Este proyecto de investigacion permitira identificar como las mutaciones en 3 genes del
cultivar de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’, influyen en la determinacioén
de su fenotipo, mediante la caracterizacion fenotipica de una muestra de mutantes de
tomate ‘Micro-Tom’, desarrollada por la Unidad de Investigacion de Biologia del Fruto
y Patologia (BFP) del Instituto Nacional de Investigacion Agrondmica (INRA),

Bordeaux, Francia.

La muestra agrupa un numero considerable de fenotipos mutantes notablemente
asociados a alteraciones en el tamafio final del fruto. Esta muestra también permitira
identificar parametros importantes que estan en relacion con el crecimiento y el tamafio
del fruto, como son el transporte de nutrientes hacia el fruto a través de los tejidos

conductores, el area de las células del pericarpio y el espesor del pericarpio.

Mediante la caracterizacion fenotipica de esta muestra de mutantes, se podra identificar
los fenotipos que permitirian incrementar el rendimiento de la planta de tomate ‘Micro-

Tom’, aumentando asi la disponibilidad de los frutos en un corto periodo de tiempo.

1.5 ANTECEDENTES

El cultivar de tomate, ‘Micro-Tom’, fue producido inicialmente para propositos
ornamentales, mediante el cruce de los cultivares Florida Basket y Ohio 4013-3, y

muestra un fenotipo enano con pequefios frutos (Scott et al., 1989).

Su pequeiio tamafio, rapido crecimiento y facil transformacion, lo han convertido en un
sistema modelo conveniente para realizar investigacion sobre la regulacion del
desarrollo del fruto de tomate (Meissner et al., 1997). Se ha sugerido que el fenotipo de

‘Micro-Tom’ es el resultado de dos mutaciones recesivas: dwarf (d) y miniature (mnt)
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(Meissner et al., 1997). También se ha reportado que existe otra mutacion en el gen
self-pruning (sp) (Pnueli et al., 1998).
Se ha encontrado que ‘Micro-Tom’ tiene resistencia contra Fusarium wilt 1 (Scott et

al., 1989).

Carvalho et al. (2010), demostraron que ‘Micro-Tom’ es una herramienta biologica util
para investigacion vegetal, mediante la creacion de una coleccion de mutantes con
alteraciones en la produccion de auxina, etileno, &cido abscisico, giberelinas,

brasinoesteroides y en la respuesta a la luz..
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2.1 Solanum lycopersicum (TOMATE)

2.1.1 Taxonomia

El tomate (Solanum lycopersicum) es una planta de la familia de las solanaceas
cultivada en todo el mundo por su fruto comestible. Se produce y consume en todo el
mundo, tanto fresco como procesado de diferentes modos. Su clasificacion

taxonomica es la siguiente:

Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsida (Dicotiledonea)
e Subclase: Asteridae

e Orden: Solanales

e Familia: Solanaceas

e Género: Solanum

e Especie: Solanum lycopersicum

2.1.2 Origeny requerimiento climatico

2.1.2.1 Origen

La planta de tomate es originaria de la costa del Pacifico, entre Ecuador y el norte
de Chile, incluyendo las Islas Galapagos, en una elevacion de aproximadamente
2000 msnm. Sin embargo, la domesticacion y cultivo llevaron esta planta a México,

de donde es originario su nombre (Giordano et al., 2010).
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2.1.2.2 Requerimiento climético

El cultivo puede crecer bajo diferentes condiciones, pero las ideales son: elevada
altura, baja humedad y alta luminosidad. En regiones con altitudes entre 500 y 900
msnm, la planta de tomate puede ser cultivada durante todo el afio. A una altura
inferior a 300 msnm, es preferible que el cultivo se realice en invierno y a una altura
superior a 1200 msnm, es mejor que la planta sea cultivada en verano (Henriques da
Silva et al., 2008). De todos los factores climaticos, la temperatura es el mas crucial,
ya que se ha observado que hay un mayor crecimiento cuando la temperatura se

encuentra entre 19 y 28°C (Jones et al, 1991).

El requerimiento de temperatura de la planta de tomate varia con el desarrollo de
¢ésta. En la fase de germinacion, la temperatura ideal es 16 — 19°C. Cerca a 5°C o
40°C, la germinacién es inhibida. Para el desarrollo de la planta, el rango de
temperatura ideal es 21 — 24°C y para el desarrollo del fruto, la temperatura dptima
es 24°C durante el dia 'y 14 — 17°C en la noche. Con temperaturas mayores a 35°C
en el dia y 30°C en la noche, ocurre el aborto del fruto y una baja liberacion y
germinacion de granos de polen. El efecto negativo de estas temperaturas es mas

intenso desde el dia 8 hasta el dia 13 después de la antesis (Jones et al, 1991).

El rango ideal de temperatura par la formacion de licopeno, el carotenoide principal
responsable del intenso color rojo del fruto, es 20 — 24°C durante el dia y alrededor
de 18°C en la noche. Temperaturas superiores a 30°C inhiben la formacion de
licopeno y favorecen la formacion de otros carotenoides, que dan un color amarillo

— naranja al fruto (Jones et al, 1991).

2.1.3 Caracteristicas de la planta de tomate.

Segun Olimpia et al. (2000), el sistema radicular del tomate consiste en una raiz

principal de la que salen las raices laterales. La mayor parte de este sistema, se
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encuentra entre los cinco a treinta y cinco centimetros de profundidad, pero algunas

raices pueden alcanzar mas de un metro.

La parte adulta del tallo es semilefiosa y en contacto con el suelo emite raices

adventicias con facilidad.

La planta puede emitir de seis a catorce hojas verdaderas antes de producir su
primera inflorescencia. Las flores estan formadas por seis sépalos, seis pétalos
amarillos unidos en su base. Se presentan generalmente seis estambres que envuelven
totalmente al estilo y al estigma, lo cual contribuye a la polinizacion (Olimpia et al.,

2010).

2.1.4 Composicion nutricional y color del fruto de tomate

2.1.4.1 Composicién nutricional

El tomate estd compuesto en su mayoria por agua (93-95%). El resto de
constituyentes incluye compuestos inorganicos (5-7%), acidos organicos (acido
citrico y acido malico), aztcares (glucosa, fructosa y sacarosa), solidos solubles
(proteinas, celulosa, pectina y polisacaridos), carotenoides y lipidos (Preed et al.,
2008). Aunque el tomate no es rico en nutrientes esenciales para los requerimientos
humanos, posee muchas propiedades importantes, incluyendo abundancia de
potasio (Grierson et al., 1986), elemento importante para el control de la presion
osmotica de la sangre, el buen funcionamiento de los rifiones y las contracciones

musculares del corazon (Anderson et al, 1998).

e Carotenoides

El carotenoide licopeno es responsable del color rojo del fruto y constituye el 75 —

83% del total de carotenoides. El pigmento B-caroteno es responsable del color
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amarillento y representa el 3 — 7% de carotenoides (Dorais et al, 2001). El licopeno
se encuentra en grandes concentraciones, pero solo en un numero restringido de
vegetales. El tomate es la principal fuente de este compuesto debido a que posee
una gran cantidad de éste, lo cual, sin embargo, depende de la época de cosecha, la
ubicacion geografica y del genotipo de la planta. Las concentraciones mas elevadas
se han encontrado en cultivares salvajes, casi el doble de las concentraciones
encontradas en cultivares comerciales (Dorais et al, 2001). En el organismo
humano, el licopeno estd presente en elevadas concentraciones en el plasma

sanguineo, actuando como antioxidante.

El contenido de B-caroteno determina la actividad de la vitamina A, la cual ha sido
citada como importante en la prevencion de enfermedades coronarias y céncer
(Abdulnabi et al, 1996). La concentracion de -caroteno varia considerablemente
entre las especies, cultivares o linajes de tomate. Segun Stevens et al. (1986), la
concentracion de B-caroteno es hasta 100 veces mayor en progenie obtenida a partir
del cruzamiento de la especie domesticada L. esculentum y la especie salvaje L.

hirsutum.
¢ Vitaminas

Ademas de la vitamina A, las vitaminas mas importantes en la constitucion del fruto
son la vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (4cido pantoténico), B6, niacina,
acido folico, biotina, vitamina C (acido ascorbico) y vitamina E (o-tocoferol).
Diversos estudios han reportado la importancia de la vitamina C en la dieta humana,

citada principalmente por su actividad antioxidante (Abdulnabi et al, 1996).

Ademas de las sustancias mencionadas, existen otras caracteristicas importantes que
deben ser consideradas para obtener cultivares con alta aceptacion en el mercado,
tanto para consumo del fruto fresco como en forma procesada. Algunas de estas

caracteristicas, son el contenido de solidos solubles, pH, acidez total y color.

10

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

e Sé6lidos solubles

El contenido de sélidos solubles es una de las principales caracteristicas de los
frutos. Es esta fraccion donde se encuentran los azicares y acidos, los principales
componentes que estan relacionados con el sabor del fruto. También son
indicadores de la calidad de los frutos para el procesamiento. Mientras mayor sea el
contenido de solidos solubles, mayor sera el rendimiento industrial. En términos
practicos, por cada grado Brix (porcentaje de solidos solubles como indicador del
sabor del fruto) que aumente en el fruto de tomate, hay un aumento de 20% en el
rendimiento industrial. Este contenido, ademas de ser una caracteristica genética del
cultivar, est4 influenciado por las condiciones edafoclimaticas de la region donde se

cultive la planta (Preed et al., 2008).
e Azlcares

Los azucares reductores como glucosa y sacarosa representan el 50% del
contenido de materia seca del fruto, el resto son proteinas, pectina, celulosa,
hemicelulosa, acidos organicos, minerales, pigmentos, vitaminas y lipidos. La
concentracion de azucar varia en gran medida en funcion del cultivar y las
condiciones de cultivo. De acuerdo con Dorais et al. (2001), 1a concentracion de
azucares puede variar desde 1,66% hasta 3,99% y 3,05% a 4,65% del total de
materia fresca, en funcion del cultivar y las condiciones de cultivo,

respectivamente.
e Acidos organicos

Asi como los azucares, los acidos organicos son cruciales para el sabor del fruto.
Hay una variacion continua en la acidez del fruto durante su desarrollo y
maduracion. Esta se incrementa con el crecimiento del fruto hasta alcanzar su
maximo con el desarrollo de la coloracion, y disminuye con el avance de la

maduracion (Stevens, 1972).

11

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Entre los acidos presentes en el fruto de tomate, los principales son el acido
citrico y el acido malico, siendo el acido citrico predominante sobre el acido
malico (Bertin et al, 2000). Cualquier cambio en el contenido de 4cido citrico y/o
malico alterara el grado de acidez del fruto, alterando de esta forma su sabor. Es
importante resaltar que el potasio presente en el fruto estd relacionado de manera
positiva con la reduccion de desérdenes en la maduracion e incrementa la
concentracion de acido en el fruto (Ho, 1996). En general, se desea que el pH de
la pulpa de tomate sea inferior a 4.5. Bajo estas condiciones, el desarrollo de

microorganismos dafiinos para la conservacion de los productos procesados es

inhibido (Ho et al., 1986).

2.1.4.2 Color del fruto de tomate

El color de los frutos es un parametro esencial para el consumo del fruto fresco y
también para la industria. Los consumidores asocian las caracteristicas del color de
los alimentos con otros atributos de calidad, como el sabor y ¢l valor nutricional. El
color del tomate estd dado por clorofilas (pigmento verde), carotenoides
(principalmente licopeno y B-caroteno) y xantofilas (pigmento amarillo). El color
verde del fruto inmaduro se debe a la clorofila, cuyo nivel disminuye con la
maduracion del fruto. Cuando el fruto comienza a madurar, se produce un color
amarillo (B-caroteno), el cual se vuelve mas aparente con la disminucion de la
concentracion de clorofila. Poco después se produce un rapido aumento en la

concentracion de licopeno, el cual otorga el color rojo al fruto (Ho et al., 1986).

2.1.4.3 Factores que afectan la calidad del fruto

La influencia de la temperatura en el metabolismo es directa, afectando estructuras
celulares y otros componentes que determinan la calidad del fruto, como su color,

tamafio y propiedades organolépticas. El color del fruto se desarrolla mejor en

12
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ambientes con temperaturas entre 12 y 21°C. Temperaturas por debajo de 10°C y
por encima de 30°C inhiben el desarrollo normal del fruto y la sintesis de licopeno.
La biosintesis de P-caroteno aparentemente es menos sensible a la temperatura.
Como consecuencia de la maduracion bajo condiciones sub-6ptimas de temperatura,
los frutos adquieren un color naranja (Stevens et al., 1986). Se ha demostrado que

temperaturas cercanas a 23°C aumentan la calidad del fruto (Dorais et al, 2001).

La humedad relativa del aire también afecta la composicion de los frutos. Bajo
condiciones de baja humedad relativa (15-22%), el crecimiento de la planta también
disminuye, asi como el tamafio del fruto y la produccion total. Bajo condiciones de
elevada humedad relativa, hay una disminucion en la transpiracion de la planta y en

la absorcion de nutrientes (Dorais et al, 2001).

La intensidad de la luz también afecta la composicion de los frutos de tomate. Del
total de la radiacion luminosa que llega a la planta en un invernadero, cerca del 80%
es absorbido (Dorais et al, 2001). Del total de la radiacion absorbida, una pequefia
porcion (5%) es utilizada en reacciones bioldgicas como la fotosintesis, y a mayor

porcioén es disipada por transpiracion.

Una alta intensidad de luz en la planta puede afectar el contenido de azucares
solubles (Davies et al., 1981), 4cido ascorbico (Giovanelli et al, 1998) y pigmentos
(licopeno) disponibles para el fruto. Una baja intensidad de luz reduce la sintesis de
pigmentos, resultando en plantas con una coloracion desigual. Aunque, la
formacion de carotenoides en los frutos maduros no requiere ser inducida por la luz,
los frutos sombreados tienen un contenido de carotenoides mas bajo (Dorais et al,

2001).

La intercepcion de luz por la planta puede verse alterada por la densidad de la
planta. El aumento de la densidad esta positivamente relacionada con la produccion
de frutos, pero negativamente relacionada con el tamafio del fruto debido al

ineficiente aporte de asimilados hacia los frutos (Dorais et al, 2001).
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2.2 ANATOMIA Y DESARROLLO DEL FRUTO DE TOMATE

2.2.1 Anatomia del fruto de tomate

El fruto es un 6rgano especializado que provee a las semillas un ambiente favorable

para su maduracion y dispersion (Gillaspy et al., 1993).

El fruto de tomate consiste en el pericarpio y las semillas. El pericarpio puede ser

dividido en: exocarpio, mesocarpio y endocarpio (Ranci¢ et al., 2010).

Las células exteriores del pericarpio constituyen la epidermis y por debajo hay dos o
tres capas de células con paredes celulares muy delgadas y actividad mitotica
(Lemaire-Chamley et al., 2005). La epidermis no posee estomas, pero tiene una
cuticula relativamente delgada. El espesor de esta cuticula incrementa con el

crecimiento del fruto (Rancic¢ et al., 2010).

El mesocarpio estd compuesto por células grandes de pared celular delgada y por
tejido vascular. El tejido vascular estd conectado al tejido vascular del pedicelo
(Bussieres, 1994). Una rama vascular pasa a través del mesocarpio hacia las semillas,
mientras que otras ramas vasculares pasan a través de la capa mas externa del

mesocarpio, paralela a la superficie del fruto.

El endocarpio es una capa unicelular que limita las cavidades loculares (Ranci¢ et al.,

2010).

El septo carpelar divide al ovario en dos o mas loculos. La placenta central con
semillas unidas a ella, estd compuesta de tejido parenquimatoso, el cual después llena

las cavidades loculares (Ranci¢ et al., 2010).
2.2.2 Desarrollo del fruto de tomate

De acuerdo a Gillaspy et al. (1990), el crecimiento y desarrollo del fruto de tomate

puede ser dividido en cuatro fases:
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e Primera fase: desarrollo del ovario y fertilizacion.

e Segunda fase: Empieza inmediatamente después de la fertilizacion. En el ovario
comienza la division celular que dura entre 7 y 10 dias, seguida por la
diferenciacion de los tejidos y el desarrollo de las semillas y del embrion. El
nimero de divisiones celulares y la duracion de esta fase puede variar de
acuerdo al fruto, y ambos factores determinardn el tamafio final del fruto.
Después de la fase de division celular, el fruto incrementara su tamano durante 6
o 7 semanas debido al aumento del volumen celular, hasta que el fruto alcanza su
tamafio final. El tamafio del tejido locular y del mesocarpio pueden incrementarse

hasta 10 veces gracias a la elongacion celular.

En el tomate, el aumento del tamafio de las células del fruto puede alcanzar hasta
mil veces el tamafio inicial de una célula. Esta variacion en el tamafio de las
células es acompafniada de un aumento del nivel de ploidia nuclear (Joubes et al.,
1999; Cheniclet et al., 2005). Esta ploidia resulta de la capacidad de las células de
modificar su ciclo celular clasico, en un ciclo alterado en ¢l cual la sintesis de
ADN se desarrolla de manera independiente, en ausencia de mitosis. Este ciclo

celular se denomina ciclo de endoreduplicacion (Cheniclet et al., 2005).

e Tercera fase: se produce cuando el fruto ha alcanzado casi su tamafio final y es de

color verde.

e Cuarta fase: comienza cuando el fruto ha alcanzado su tamafio final. El desarrollo
del fruto contintia con la maduracion, en el momento en el que la entrada de
carbohidratos se detiene y el fruto cambia de color de verde a naranja y
finalmente a rojo. El primer cambio de color es consecuencia de la
transformacion de cloroplastos en cromoplastos, disminuyendo asi la
concentracion de clorofila y el aumento de la concentracion de B-caroteno que da
el color naranja al fruto. El color rojo final del fruto, se debe a la alta
concentracion de licopeno. Simultaneamente se producen cambios metabdlicos,

como la desintegracion de las paredes internas y centrales de los carpelos que se
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vuelven gelatinosas. Se produce un aumento de la sintesis de etileno, de la

respiracion y del contenido de azucar.

Uno de los factores que condicionan crecimiento del fruto de tomate es la elasticidad
de las células del exocarpio. Las células parenquimatosas del mesocarpio, que crecen
rapidamente, ejercen presion sobre el exocarpio (Ranci¢ et al., 2010), y ésta es la
razén por la cual las propiedades mecanicas del exocarpio son importantes en el

control del crecimiento del fruto.

2.2.3 Tincion del Pericarpio: Colorante Calcofltor.

El colorante blanco fluorescente Calcofluor permite la rapida deteccion de células,
levaduras, hongos y organismos parasitos. Es un fluorocromo que se une fuertemente
a la celulosa y quitina presente en las paredes celulares. Es utilizado en biologia

vegetal para la tincion de algas y plantas superiores (Harrington et al, 2003).

Este colorante debe ser almacenado a temperatura ambiente y protegido de la luz,

para evitar su descomposicion.

2.3 ANATOMIA DEL PEDICELO DURANTE EL DESARROLLO DEL FRUTO

El pedicelo es una pequeiia porcion de tallo que soporta las flores y fruto de la planta.
A través de ¢l llegan los nutrientes requeridos por el fruto para su desarrollo (Combe,

1976).

En la superficie del pedicelo se encuentra la epidermis, compuesta por células largas
cubiertas con cuticula y una cantidad relativamente pequena de estomas (Rancic¢ et al.,
2010). En la epidermis encontramos dos tipos de pelo: pelos largos multicelulares no
glandulares y tricoma glandular. Debajo de la epidermis, hay varias capas de células de

clorénquima.
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El xilema secundario ya esta bien desarrollado cuando el fruto alcanza un tamaio entre
6 — 10 mm y en secciones transversales del pedicelo es evidente el anillo de tejido de
xilema. En el lado externo del xilema, se encuentra el floema formando un anillo

discontinuo separado del xilema por parénquima (Ranci¢ et al., 2010).

Los elementos del xilema secundario y el floema empujan al xilema primario hacia el
centro del pedicelo. La parte central del pedicelo (médula) estd formada por células

parenquimatosas de gran tamafio (Ranci¢ et al., 2010) (Figura 1).

Xilema Secundario, M: Médula

Figura 1. Estructura del Pedicelo del fruto de Solanum lycopersium (tomate).

Fuente: Ranci¢ et al., 2008.

Durante la cuarta fase del desarrollo del fruto de tomate, se produce un cambio
dramatico en la proporcién del transporte realizado por el xilema y el floema. La
repentina reduccion en el transporte de nutrientes hacia el fruto realizado por el xilema,
es percibido como una mecanismo para aislar hidraulicamente al fruto y protegerlo del

estrés ambiental experimentado por la planta (Ranci¢ et al., 2010).

17

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Greesnpan et al. (1994), usando técnicas de balance de masa, reportaron cambios
importantes en el rol del xilema y floema en el transporte de agua hacia el fruto en la
maduracion. Durante la primera fase del crecimiento del fruto, el xilema provee la
mayor cantidad de agua. En la fase final del crecimiento, es el floema el que provee
mas del 80% del requerimiento de agua, y la contribucion del xilema se vuelve

insignificante.

2.3.1 Xilema

El xilema es el tejido conductor de agua y solutos desde la region de absorcion a la de

evaporacion. El flujo en el xilema es unidireccional (Arbo, 2011).

2.3.1.1 Origen del xilema

El xilema consta generalmente de una parte temprana, el protoxilema, que se
diferencia en las partes primarias del cuerpo de la planta que no han completado su
desarrollo, y el metaxilema, que madura luego que se ha completado el

alargamiento del protoxilema (Arbo, 2011).

2.3.1.2 Tipos de células que componen en xilema

El xilema esta formado por cuatro tipos de células: traqueidas, elementos
vasculares, fibras y parénquima xilematico. En el xilema, solo las células del
parénquima estan vivas (Salisbury et al., 2000). Son las traqueidas y los elementos
del vaso, los que participan en el transporte de la savia del xilema y tienen células
alargadas. Ambos funcionan como elementos muertos; es decir, después de que se
hayan producido debido al crecimiento y la diferenciacion de las células

meristematicas, mueren y sus protoplastos los absorben otras células. Sin embargo,

18

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

antes de morir, se producen algunas modificaciones en las paredes de dichos

elementos., que son importantes para que el agua fluya a través de ellos.

Las células parenquimatosas se encuentran en el xilema primario y secundario.

Conservan el citoplasma vivo, y por lo tanto el nticleo (Salisbury et al., 2000).

2.3.2 Floema

El floema es el sistema conductor que trasfiere los productos de la fotosintesis desde
las hojas maduras a las areas en crecimiento y a las areas de almacenamiento,
incluyendo a las raices. Los azucares fabricados durante el proceso de fotosintesis en
las hojas son transportados por el floema a través de los nervios de la hoja y el
peciolo, distribuyéndose por los tallos y otras partes de la planta. El sentido del
transporte es fundamentalmente hacia abajo (desde las hojas a las raices), pero
también hacia zonas superiores (sumideros metabolicos, como meristemos, zonas

jovenes en crecimiento o flores y frutos en formacion) (Salisbury et al., 2000).

2.3.2.1 Tipos de células que componen el floema

Los elementos cribosos o miembros del tubo criboso, que son células vivas
alargadas, casi siempre sin ntlcleo, son en las que realmente se produce el
transporte. Estas células se encuentran unidas por sus extremos formando largos
agregados celulares denominados tubos cribosos. Sobre las paredes laterales
existen areas con poros mas pequefios, que se denominan células cribosas en lugar

de elementos cribosos (Salisbury et al., 2000).

También forman parte del floema las células acompafiantes, que se encuentran
asociadas muy directamente con los elementos cribosos o las células cribosas, y que
poseen un citoplasma relativamente denso y nucleos que se pueden apreciar con

claridad. Todavia no se conoce la funcion exacta de estas células, pero siempre
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estan presentes, siendo viables en el floema funcional, y degradadas en el floema
senescente. Casi siempre tienen la misma concentracion de azlcares que los

elementos cribosos asociados (Salisbury et al., 2000).

Otro tipo de células presentes en este tejido, son las células parenquimatosas del
floema, que son células de paredes finas. Se comportan como elementos de

almacenamiento y de transporte lateral de agua.

Finalmente, las fibras del floema, que a veces se agrupan para formar un haz. Como
en otros tejidos, son células de paredes gruesas que proporcionan firmeza vegetal

(Salisbury et al., 2000).

2.3.2.2 Descarga del floema

La descarga se produce a través de los tubos cribosos, en las regiones vertedero. En
los vertederos, la sacarosa y otros solutos se metabolizan (que se utilizan en la
respiracion, se convierten en almidon, etc.) o se cargan activamente en las vacuolas

de las células de almacenamiento (Salisbury et al., 2000).

2.3.2.3 Control de la composicion del fruto

Como los frutos tienen una velocidad de transpiracion baja o nula, estos 6rganos
subsisten a base de una dieta de savia del floema. La savia del floema aporta
aproximadamente el 98% del carbono, el 89% del nitrogeno que entran en el fruto

provenientes de la planta materna (Salisbury et al., 2000).

La savia del floema cambia significativamente su composiciéon mientras circula
desde las hojas hacia los frutos. La savia del floema que entra en los frutos en
desarrollo estd mas diluida en sacarosa y es mucho més rica en algunos

aminoacidos que la propia savia que se exporta desde las hojas. Al parecer, cuando
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la savia pasa por el tallo, la sacarosa se pierde mediante transferencia hacia el tejido
contiguo, y se cargan aminoacidos en el floema. Los aminoacidos deben provenir de
las reservas acumuladas en los tallos, pero que originalmente se obtienen de la savia
del xilema. Las proporciones entre la sacarosa y los aminoacidos también van

cambiando con el tiempo (Salisbury et al., 2000).

2.3.3 Transporte de agua y solutos durante el desarrollo del fruto.

Aunque la fotosintesis realizada por los frutos de tomate inmaduros no es despreciable, ésta
solo representa una pequefia parte del total del peso seco (menos del 10%), y el crecimiento
del fruto de tomate depende principalmente del aporte de agua, minerales y nutrientes de
las demas partes de la planta. La mayoria de material, de los cuales depende el crecimiento
del fruto, es transportada desde el tallo hacia al fruto a través del pedicelo, por el xilema y
el floema. El transporte en los frutos de tomate realizado por el xilema y el floema ocurre
en la misma direccion, de tal forma que el fruto acumula continuamente agua y transpira

(Ranci¢ et al., 2010).

El fruto puede perder agua en dos formas: por transpiracion y por el xilema, del fruto hacia
el tallo. El fruto de tomate tiene una baja transpiracion porque su cuticula es muy fina y no
posee estomas. En las bayas, el xilema y el floema participan en el suministro de agua, pero
en diferentes cantidades, dependiendo del estado del desarrollo del fruto. En frutos jovenes,
durante su desarrollo, ocurre una transicion del transporte de xilema a floema (Ranci¢ et
al., 2010). Durante el desarrollo del fruto, se produce un aumento del transporte de agua del
floema desde aproximadamente 85% hasta aproximadamente 95%, mientras que el
suministro de agua por el xilema préacticamente se detiene 25 dias después de la floracion.
La reduccion del transporte realizado por el xilema ocurre debido a la zona de abscision del

pedicelo, ya que en esta zona hay una alta resistencia al agua (Rancic¢ et al., 2010).

Diversos estudios anatdmicos del xilema en pedicelos de frutos han demostrado que hay un

area de xilema reducida en la zona de abscision (Figura 2). Cerca a la zona de abscision
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termina el 90% de los vasos y también se ha observado que su didmetro se encuentra
reducido en esta zona. La resistencia hidraulica del pedicelo aumenta dos veces en la zona

de abscision en comparacion a las zonas mas cercanas al tallo principal.

Por otro lado, se ha demostrado que en el ultimo estadio del desarrollo del fruto, el agua
fluye por el xilema pero €sta no entra al fruto, lo que indica que en esta fase del desarrollo,
el xilema no es funcional. Después de que el transporte de agua por el xilema se detiene, el
transporte realizado por el floema contintia debido a que éste ultimo sigue siendo funcional,
gracias a su estructura, ya que el floema estd constituido por células vivas con paredes
celulares elasticas que pueden resistir el crecimiento del fruto sin ser dafiadas (Ranci¢ et al.,

2010).

BP: Porcion Basal, AP: Porcion Apical

Figura 2. Zona de abscision del pedicelo de Solanum lycopersicum (tomate).

Fuente: Wang et al., 2013
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2.4 DESCRIPCION DE LA VARIEDAD ‘MICRO-TOM’.

El cultivar de tomate ‘Micro-Tom’ fue producido con fines ornamentales mediante el
cruzamiento de los cultivares Florida Basket y Ohio 4013-3, y presenta un fenotipo

enano que produce frutos pequefios (Scott et al., 1989).

La variedad ‘Micro-Tom’ es una variedad enana de Solanum lycopersicum, que ha
sido propuesta como la variedad de preferencia para llevar a cabo investigacion
molecular. Su pequefio tamafio, crecimiento rapido y facil transformaciéon lo han
convertido en un sistema modelo para investigacion en la regulacion del desarrollo de
frutos en forma de baya. Las plantas de ‘Micro-Tom’ son pequefias y de aspecto

tupido. Sus hojas son pequenas, rugosas y de color verde oscuro (Marti et al., 2006).

El fenotipo de ‘Micro-Tom’ es el resultado de dos mutaciones principales: dwarf (d) y
miniature (mnt) (Meissner et al., 1997). También se ha reportado que existe una

mutacion en el gen Self-Pruninng (sp) (Pnueli et al., 1998).

La mutacion mnt es responsable de un desequilibrio hormonal que provoca la

reduccion de la longitud internodal (Marti et al, 2006).

SP pertenece a una familia de genes que codifican para unas proteinas que determinan
el potencial del crecimiento continuo del meristemo apical (Pnueli et al., 2001). La
mutacion SP provoca que el apice deje de desarrollarse y de producir meristemos

axilares.

El gen Dwarf (D) estéd involucrado en la biosintesis de brasinoesteroides (Bishop et al.,
1999). En el tomate, D estd expresado en todos los organos de la planta,
principalmente en los tejidos vegetativos y reproductivos (Montoya et al., 2005). La
mutacion d se ha utilizado durante bastante tiempo para crear variedades enanas de
tomate (Nadhzimov et al., 1988; Bishop, 2003). La mutacion d provoca una pérdida de

14 bases en el genoma de ‘Micro-Tom’, en comparacion con el genoma del tipo

23

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

salvaje. Esta mutacion es la mas estudiada y la responsable del pequefio tamaio de la

planta.

Existen otros alelos presentes en ‘Micro-Tom’: uniform ripening (u), Stemphylium
resistance (Sm), e Immunity to Fusarium (I), los cuales confieren la ausencia de
“hombros” verdes en los frutos, y resistencia a los hongos patogenos Stemphylium

solani y Fusarium oxysporum f. lycopersici, respectivamente (Campos et al., 2010).

2.5 IMPORTANCIA DE LA MEDIDA DE DUREZA DE FRUTOS PARA EL
CONTROL DE SU MADURACION

La dureza o firmeza del fruto esta en relacion directa con la cohesion de las células y el
espesor de sus membranas. La medicion de la dureza es importante por distintas razones:
puede ser un factor indicador del momento de cosecha e informar sobre el estado de

madurez del fruto y reflejar la resistencia del fruto (Kojima et al, 1991).

Durante la maduracion del fruto, una actividad intensa se produce en su interior, la cual da
como resultado una serie de cambios importantes (de color, forma, textura, etc.). Es
necesario tener valores objetivos para poder evaluar la evolucion de la maduracion del
fruto y de esta forma, poder tomar las decisiones adecuadas tanto sobre el momento 6ptimo

de su cosecha, como sobre los procesos posteriores.

La firmeza o dureza del fruto, medida con un penetrometro, es uno de los pardmetros que
informa sobre el estado de maduracion. Se trata de una de las técnicas mas utilizadas para
su control. Normalmente, la dureza del fruto que se mide con el penetrometro, disminuye

en funcion del proceso de maduracion.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la dureza de un mismo tipo de fruto puede variar
de acuerdo a condiciones generales, como la variedad o la region de cultivo, o bien por

razones mas especificas, como el calibre o la temperatura del fruto en el momento de
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realizar la medicidn, ya que mientras mas grande sea el fruto, o la temperatura sea mas

elevada, el fruto tendra una dureza menor (Clemente, 2010).

Por otro lado, la no-dureza de los frutos puede darse debido a cambios en la presion de
turgencia y en la composicion de las paredes celulares, ocasionando cambios en los tejidos

que provocan el ablandamiento del fruto (Clemente, 2010).

25

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

Al :
TESIS UCSM =—<2  DE SANTA MARIA

CAPITULO IlI: MATERIALES Y
METODOS
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3.1 CAMPO DE VERIFICACION

3.1.1 Lugar de ejecucion

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia del Fruto y
Patologia (BFP) del Instituto Nacional de Investigacion Agrondomica (INRA),

Villenave d’Ornon, Bordeaux, Francia.

3.1.2 Ubicacion espacial

El Instituto Nacional de Investigacion Agronomica (INRA) se encuentra ubicado en

71 Rue Edouard Bourlaux 33140 Villenave-d'Ornon, Bordeaux, Francia

3.2 MATERIALES

3.2.1 Material vegetal

Se utilizé una coleccion de diez mutantes EMS de Solanum lycopersicum (tomate), ‘Micro-
Tom’ desarrollada por la Unidad de Investigacion de Biologia del Fruto y Patologia (BFP)
del Instituto Nacional de Investigacion Agronomica (INRA), Villenave d’Ornon,

Bordeaux, Francia.

El material vegetal comprendi6 tres plantas por cada tipo de mutante y tres plantas no

mutantes (Wild Type) de la variedad ‘Micro-Tom’. Cada planta tenia seis frutos.

Los mutantes de Solanum lycopersicum (tomate) cv. ‘Micro-Tom’ que fueron utilizados

son los siguientes:

e Mutante P11C11.11.1.
e Mutante P12H11.4.

e Mutante P1B3.7.11.

e Mutante P24C3 4.
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e Mutante P29C1.7.
e Mutante P3C6.1.

e Mutante P3D3.12.
e Mutante P40D11.5.
e Mutante P40D7.12.
e Mutante P6C7.5.

3.2.2 Material de vidrio
e Laminas cubreobjetos.

e Laminas portaobjetos.

e Lunas de reloj.

3.2.3 Equipos

Balanza analitica.

e (Camara fotografica para microscopio marca SPOT RT3.

e Centrifuga de laboratorio marca Eppendorf, modelo 5418.
e Estufa.

e Microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot.

e Penetrometro marca Fruit Texture Analyser.

e Vibratomo marca Microm, modelo HM 650V.

3.2.4 Software

e C(Cellsetv.1.5.1.0.

e Fruit Texture Analyser Win.
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e ImagePro-Plus v.6.0.0.260.
e Rv.2.14.1.
e SPOT Advanced v.5.1.

3.2.5 Colorantes

e Azul de Toluidina.

e Calcofluor.

3.2.6 Otros

e Agua Ultra Pura.

e Bisturi.

e (Camara fotografica.

e Cuchillo.

e Micropipeta de 200 pL marca Eppendorf.
e Micropipeta de 1000 uL marca Eppendorf.
e Papel aluminio.

e Pegamento para tejidos marca Loctite.

e Pincel.

e Pinzas.

e Prensador de ajos.

e Refractometro digital marca Euromex.

e Reglade 30 cm.

e Tijeras.

e Tubos Eppendorfde 1.5 mL.

e Vermnier.
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3.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1 Parametros de invernadero

El material vegetal se encontraba ubicado en el invernadero nimero 1 del Instituto
Nacional de Investigacion Agrondomica (INRA), de la ciudad de Bordeaux, Francia.

(Figura 3). El material vegetal fue sembrado el dia 18 de marzo de 2013.
Las condiciones bajo las cuales se mantuvo el material vegetal fueron las siguientes:

e Temperatura diurna: 24 — 27°C.
e Temperatura nocturna: 18°C.

Humedad Relativa: 70%.

Duracion de iluminacion: 20 horas.

_-hi_; ) a i - TIY ‘:ib' —TF ‘ . -
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Figura 3. Invernadero N° 1 del Instituto Nacional de Investigaciéon Agrondmica —
Bordeaux.
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El material vegetal fue sembrado en pequefias macetas de polipropileno, como se

muestra en la figura 4.

Figura 4. Material vegetal de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’, Wild Type.

3.3.2 Distribucion de los frutos para cada analisis:

Cada mutante cont6 con 18 frutos en total, repartidos equitativamente en 3 plantas

por mutante (Figura 5).

Los frutos y flores que se desarrollaron después de tener 6 frutos por planta, fueron
eliminados para suprimir el efecto de competicion entre los distintos mutantes y el

Wild Type.

Los frutos fueron distribuidos de la siguiente manera para la ejecucion de los

diferentes analisis:

e Determinacion de la dureza de los frutos: se utilizaron 10 frutos por mutante.

e Determinacion de la cantidad de sélidos solubles: Los frutos utilizados para la
determinacion de la dureza fueron los mismos que se utilizaron para la

determinacion de la cantidad de solidos solubles (indice de Refraccion).
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e Anadlisis de los tejidos conductores del pedicelo: se utilizaron 3 frutos por

mutante.

e Determinacion del area de las células del pericarpio: se utilizaron 2 frutos por

mutante.

e Seguimiento de la maduracion: se utilizé 1 fruto por mutante.

Figura 5. Material vegetal de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Para evitar confusiones, se coloc6 un aro de plastico alrededor del pedicelo de cada

fruto, de diferente color, como se muestra en la figura 6.

3.3.3 Recoleccion de frutos para los diferentes analisis.

La recoleccion de los frutos fue realizada en el invernadero y éstos fueron
transportados a los laboratorios en pequefias macetas de polipropileno, debidamente

rotulados.
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Figura 6. Distincion de frutos para realizar los distintos analisis.

Los analisis se realizaron inmediatamente después de que los frutos fueron
recolectados, con el fin de conservar sus propiedades. Los frutos fueron cortados
utilizando unas tijeras, tratando de realizar el corte lo mas cerca posible al tallo
principal, para que el fruto no perdiera agua y mantuviera sus propiedades hasta que

el analisis hubiera finalizado (Figura 7).

i

Figura 7. Recoleccion de frutos en invernadero.
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3.3.4 Seguimiento de la maduracion de los frutos

3.3.4.1 Determinacion del estado breaker.

Una vez que el fruto ha alcanzado su tamafio final, comienza el proceso de
maduracion. En este momento, el color del fruto es verde debido a la presencia de
clorofila. El estado breaker marca el comienzo de la maduracion, la sintesis de
clorofila se detiene, dando lugar a la produccion de B-caroteno, un compuesto que

va a otorgar al fruto un color amarillo.

El estado breaker fue determinado en el invernadero. Este estado fue reconocido
por la aparicion de un halo de color amarillo claro en el fruto. Este halo puede

aparecer en cualquier parte del fruto (Figura 8).

3.3.4.2 Seguimiento de la maduracion.

Se escogido un fruto por mutante, el cual no fue cortado, para realizar un
seguimiento fotografico de la maduracion, una vez que el fruto hubo alcanzado el

estado breaker.

El seguimiento de la maduracion se realizé diariamente, hasta que se observo que

el fruto ya no cambiaba de color.
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Figura 8. Determinacion del estado breaker de los frutos de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

3.3.5 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de tomate.

Estas mediciones se realizaron cuando el fruto alcanzo el estado breaker, ya que una
vez alcanzado este estado, comienza la maduracion del fruto y éste ya no puede

aumentar su masa.

3.3.5.1 Determinacion del peso fresco, diametro y nimero de léculos de cada fruto.

3.3.5.1.1 Determinacion del peso fresco de los frutos: Se determino el peso fresco (g) de
todos los frutos, una vez que éstos fueron recolectados, utilizando una balanza

analitica. Para realizar este analisis se separaron los sépalos y el pedicelo.
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3.3.5.1.2 Determinacion del diametro de los frutos: Se midio el diametro (mm) de cada
fruto, utilizando un vernier como se muestra en la figura 9. El didmetro fue

medido por la parte mas ancha del fruto.

Figura 9. Determinacion del diametro de los frutos de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

3.3.5.1.3 Determinacion del nimero de léculos de los frutos: Para determinar el

nimero de l6culos de los frutos, se realizo un corte ecuatorial transversal.

3.3.5.2 Determinacion de la dureza del fruto de tomate:

Durante la maduracion del fruto, una actividad intensa se produce en su interior, la
cual da como resultado una serie de cambios importantes en su textura. La dureza
o firmeza del fruto esta en relacion directa con la cohesion de las células y el
espesor de sus membranas. Por otro lado, la no-dureza de los frutos puede darse
debido a cambios en la presion de turgencia y en la composicion de las paredes
celulares, ocasionando cambios en los tejidos que provocan el ablandamiento del
fruto.
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La determinacion de la dureza se realiza con un penetrometro, el cual mide la
fuerza necesaria para penetrar el fruto hasta cierta profundidad, con un baston de

metal.

Este analisis se realizo con 10 frutos por mutante.

3.3.5.2.1 Recoleccion de los frutos:

Los frutos fueron recolectados siete dias después de que hubieron alcanzado el
estado breaker, ya que si eran tomados dias antes, éstos podian encontrarse atin
muy duros y al realizar la determinacion de dureza, se habrian obtenido
resultados incorrectos. Si los frutos eran tomados dias después, el fruto ya se
encontraria demasiado maduro, y al momento de realizar el analisis, el fruto

podia reventar.

La separacion del fruto de la planta se realizo utilizando unas tijeras y con un

corte lo mas proximo posible al tallo principal para evitar el deterioro del fruto.

3.3.5.2.2 Determinacion de la dureza de los frutos:

Se utiliz6 un penetréometro para la determinacion de dureza de los frutos

recolectados.

Cada fruto fue colocado en la platina del penetrometro y las mediciones de
dureza fueron realizadas sobre los loculos. Se realizaron tres mediciones por

fruto.

Este equipo utiliza el programa Fruit Texture Analyser para la recoleccion de los

resultados.
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3.3.5.3 Determinacion de la cantidad de Solidos Solubles del fruto de tomate.

Los soélidos solubles son componentes solubles en agua y representan
aproximadamente el 75% del peso fresco del fruto maduro. Los grados Brix
indican el contenido de so6lidos solubles presentes en una solucidon y pueden ser
medidos utilizando un refractometro. Un grado Brix corresponde a un gramo de

solidos solubles en un gramo de solucion.

Una vez realizado el analisis de penetrometria para determinar la dureza de los
frutos, se utilizaron los mismos frutos para determinar la cantidad de soélidos

solubles presentes.

Para determinar la cantidad de solidos solubles se realiz6 la medicion del Indice de
Refraccion del fruto, del pericarpio y del gel para determinar si habia alguna

diferencia en el contenido de solidos solubles de estos tres.

3.3.5.3.1 Preparacion del material vegetal.

Cada futo utilizado en este andlisis fue cortado por la mitad utilizando un
cuchillo de mesa. Una de las mitades del fruto fue utilizada para la
determinacion del Indice de Refraccion del fruto y la otra mitad fue utilizada

para medir el indice de refraccion del gel y del pericarpio.

3.3.5.3.2 Medicion del indice de refraccién del gel:

Para determinar el indice de refraccion del gel, se coloco una gota de éste

directamente en el refractometro (Figura 10).
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Figura 10. Determinacién del contenido de so6lidos solubles del gel de los frutos mutantes y
Wild Type.

3.3.5.3.3 Medicion del indice de Refraccion del pericarpio:

Se tom6 la misma mitad del fruto que fue utilizada para medir el indice de
refraccion del gel y se separaron las semillas y el resto de gel, de tal manera que

solo quedara el pericarpio. El pericarpio fue apretado utilizando un prensador de

ajos (Figura 11).

Figura 11. Preparacion del pericarpio para realizar la determinacion del contenido de
solidos solubles en frutos de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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La muestra fue colocada en un tubo Eppendorf de 1.5 mL para ser centrifugada
durante dos minutos, a 14000 rpm. Se colocd una gota del sobrenadante en el

refractdmetro para determinar el indice de refraccion del pericarpio.

3.3.5.3.4 Medicion del indice de refraccion del fruto:

Para determinar el indice de refraccion del fruto, se tomo la otra mitad de fruto
que no fue utilizada y sin quitar las semillas ni el gel, ésta fue apretada utilizando

un prensador de ajos.

Se coloco la muestra en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugoé a 14000

rpm durante dos minutos.

Se colocod una gota del sobrenadante en el refractometro para determinar el

indice de refraccion del pericarpio (Figura 12).

Figura 12. Determinacion de la cantidad de so6lidos solubles de los frutos de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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3.3.6 Analisis de los tejidos conductores del pedicelo.

El anélisis de los tejidos conductores del pedicelo se realizd con 3 frutos por mutante
y 3 frutos Wild Type. Este andlisis se realizd una vez que los frutos alcanzaron el

estado breaker.

Se realizé este andlisis con la finalidad de determinar el area total del pedicelo, el
area de los tejidos conductores (xilema y floema) y la capacidad floemiana para

conocer la eficiencia del transporte realizado por el floema.

3.3.6.1 Obtencion de los frutos: Los frutos fueron recolectados una vez que hubieron
alcanzado el estado breaker. Para separar el fruto de la planta, se utilizaron unas
tijeras. El corte se realiz6 lo mas proximo posible al tallo principal, para evitar el

deterioro de los tejidos y del fruto.

3.3.6.2 Preparacion del material vegetal: Se separ6 manualmente el pedicelo del fruto.
Utilizando una hoja de bisturi se tomo la porcion ubicada entre la zona de

abscision y los sépalos.

El corte se hizo lo mas plano posible, para evitar problemas de corte con el equipo
Vibratomo y para que al momento de analizar la muestra no hubieran capas de

células superpuestas.

3.3.6.3 Preparacion del equipo Vibratomo:

Se colocaron 500 mL de agua ultra pura en la cubeta del equipo y se ajustaron los
parametros de la manera siguiente (Figura 13):

e Velocidad de corte: 40 mm's™.
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e Frecuencia de corte: 50 mm.s™ .

e Espesor del corte: 70 um.

Figura 13. Vibratomo Microm, modelo HM 650V.

3.3.6.4 Cortes de pedicelo.

Se selecciono el programa “corte por corte” del equipo Vibratomo. Con este
programa, los cortes no eran realizados de forma continua, sino mas bien, una vez
realizado el corte, éste podia ser recuperado y en caso hubiera errores en el corte,
por ejemplo, que no fuera un corte plano o estuviera incompleto, los parametros

podian ser corregidos.
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Luego, se coloco una hoja de afeitar en el portacuchillas, asegurandose de que la

cuchilla se hubiera asentado firmemente contra el tope.

Se pegd la muestra en la platina del equipo Vibratomo utilizando una gota de

pegamento para tejidos “Loctite” (Figura 14).

Pegamento
de contacto

Figura 14. Fijacion de la muestra en la platina del Vibratomo Microm HM 650V.

Bloque
portamuestras

Se esperd hasta que la muestra estuviera fija y el pegamento seco para después
sumergir la platina en la cubeta con agua ultra-pura. Se sumergi6 el portacuchillas
en el agua ultra pura. Se realizaron cortes de pedicelo de 50 pm hasta que la
superficie de la muestra estuviera plana y se obtuvieran secciones completas. Se
realizaron cortes de pedicelo de un espesor de 70 um. Las muestras se recuperaron
del agua utilizando un pincel pequefio, teniendo cuidado de no danar los tejidos
(Figura 15).

Para realizar cortes de distintas muestras se cambio la hoja de afeitar, para evitar
que una hoja usada danara los tejidos.
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Figura 15. Obtencion de cortes de pedicelo utilizando el equipo Vibratomo Microm HM
650 V.

3.3.6.5 Tincion de los cortes de pedicelo.
Las muestras fueron transferidas a una luna de reloj conteniendo el colorante azul
de toluidina. La tincién se realizé durante 20 segundos y se transfirieron las
muestras a otra luna de reloj conteniendo agua ultra pura, para eliminar el exceso
de colorante. Las muestras fueron recuperadas y colocadas en laminas
portaobjetos. Se cubrieron las muestras con laminas cubreobjetos.

3.3.6.6 Adquisicion de imagenes a analizar.
Las muestras fueron observadas inmediatamente utilizando el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axiophot en fondo claro junto con la cdmara para microscopio
SPOT RT3 (Figura 16).

Para la observacion de las muestras se utilizé el objetivo intercambiable de 2.5X.
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Las imagenes fueron adquiridas utilizando el software SPOT Advanced version
5.1. El brillo y las interferencias fueron corregidos para obtener una imagen nitida.

Las imagenes fueron guardadas en formato .TIFF.

Figura 16.Microscopio Zeiss Axiophot y camara SPOT RT3 para la adquisicion de
imagenes de cortes de pedicelo.

3.3.6.7 Analisis de imagenes.

Las imagenes adquiridas fueron analizadas utilizando el software ImagePro-Plus
version v.6.0.0.260. Se calibr6 la imagen de acuerdo al aumento utilizado, para

obtener los resultados en pum.

La tincion del pedicelo con el colorante Azul de Toluidina permite identificar los
tejidos conductores (xilema y floema). El xilema secundario o metaxilema se
observa como un anillo de color azul y el floema se encuentra en la parte externa

del metaxilema, y puede ser reconocido por el anillo de color violeta que forma.
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3.3.6.8 Determinacion del area total del pedicelo.

Una vez que la imagen fue calibrada, en el menu Count/Size se selecciond la
opcion “Draw/Merge objects” para dibujar el perimetro del pedicelo (Figura 17).
Al momento de realizar el trazo, los tricomas no fueron considerados y también se
omitid el exceso de colorante que se encontraba alrededor del pedicelo y que daba

la impresion de ser una capa celular.

Figura 17. Determinacion del area total del pedicelo de los frutos de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’. El perimetro del pedicelo se encuentra marcado de color rojo.

Se calculd el area del xilema utilizando la funcién “Data Collector”. Los

resultados fueron exportados a un Libro Excel para ser analizados.

3.3.6.9 Determinacion del area del xilema.

Se selecciond la opcion “Draw/Merge objects” para dibujar los bordes interno y

externo del xilema (Figura 18).
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Se tuvo en cuenta el drea del metaxilema (xilema secundario).

Figura 18. Determinacion del area del xilema de los frutos de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’. El xilema se encuentra delimitado por los bordes de color rojo.

Se calculd el area del xilema utilizando la funcién “Data Collector”. Los resultados fueron

exportados a un Libro Excel para ser analizados.

3.3.6.10 Determinacion del area del floema.

Utilizando la funcion “Draw/Merge objects” se dibujo el borde externo del

floema. Las células del esclerénquima no fueron consideradas.
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El borde interno correspondia al borde externo del xilema que se habia dibujado

anteriormente (Figura 19).

Figura 19. Determinacion del area del floema de frutos de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’. El floema se encuentra delimitado por los bordes de color rojo.

Se calcul6 el area del xilema utilizando la funcion “Data Collector”. Los resultados

fueron exportados a un Libro Excel para ser analizados.

3.3.6.11 Determinacion de la capacidad floemiana.

La capacidad floemiana fue calculada dividiendo el peso seco del fruto entre el

area del floema.
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e Determinacion del peso seco del fruto: Los frutos fueron colocados en una estufa a

80°C durante 30 horas y transcurrido este tiempo, se determind el peso seco.

e Calculo de la capacidad floemiana: Se determiné la capacidad floemiana del

pedicelo de acuerdo a la siguiente formula (Ranci¢ et al, 2010):

Peso seco, g

Capacidad floemiana =
Area del floema, g.pum=2

3.3.7 Analisis de celulas del pericarpio.

A partir de dos frutos por mutante, se realizo el analisis de las células del pericarpio.

3.3.7.1 Obtencion de los frutos.

Los frutos fueron tomados cuando alcanzaron el estado breaker. Utilizando unas
tijeras se realizo un corte lo mas proximo posible al tallo principal para evitar el

deterioro del fruto.

Es importante que los frutos sean recolectados en un estado temprano de
maduracion, maximo 2 dias después de alcanzado el estado breaker, ya que éstos
poseen un pericarpio duro que puede ser utilizado para realizar los cortes con el

equipo Vibratomo.

3.3.7.2 Preparacion del material vegetal.

El fruto fue dividido por la zona ecuatorial, utilizando una hoja de bisturi. Se

intentd de hacer este corte lo mas plano posible.
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Se separo el gel del pericarpio y se cortaron pequefias porciones de pericarpio de
aproximadamente 5 mm de largo posiciondndose entre dos haces vasculares. Estos
cortes también tuvieron que ser lo mas planos posibles para que al momento de

analizar las imagenes no hubieran capas de células superpuestas.

3.3.7.3 Preparacion del equipo Vibratomo:

Se colocaron 500 mL de agua ultra pura en la cubeta del equipo y se ajustaron los

parametros de la manera siguiente:

e Velocidad de corte: 40 mm's ™.
e Frecuencia de corte: 50 mm.s™.

e Espesor del corte: 150 pm.

3.3.7.4 Cortes de pericarpio.

Se selecciond el programa “corte por corte” del equipo Vibratomo y se colocé una
hoja de afeitar en el portacuchillas, asegurandose de que la cuchilla se hubiera

asentado firmemente contra el tope.

Se pegd la muestra en la platina del equipo Vibratomo utilizando una gota de
pegamento para tejidos “Loctite”. Se espero hasta que la muestra estuviera fija 'y el
pegamento seco para después sumergir la platina en la cubeta con agua ultra-pura.
Se sumergio el portacuchillas en el agua ultra pura. Se realizaron cortes de
pericarpio de 50 um hasta que la superficie de la muestra estuviera plana y se

obtuvieran secciones completas.

Se realizaron cortes de pericarpio de un espesor de 150 pm. Las muestras se
recuperaron del agua utilizando un pincel pequefio, teniendo cuidado de no dafiar

los tejidos.
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Para realizar cortes de distintas muestras se cambid la hoja de afeitar, para evitar

que una hoja usada danara los tejidos.

3.3.7.5 Tincion de los cortes de pericarpio.

Las muestras fueron colocadas en una lamina portaobjetos y la tincion se realizo
directamente en la lamina aplicando el colorante calcoflior con una micropipeta
de 200 pL. Aproximadamente se utilizaron 150 pL de colorante por cada muestra.

La tincidn se realizo durante 5 minutos.

Seguidamente, se elimind el exceso de colorante realizando dos enjuagues con
agua ultra pura y también se elimino el exceso de agua. Se cubrié la muestra con

una lamina cubreobjetos.

3.3.7.6 Adquisicion de imagenes a analizar.

Las muestras fueron observadas inmediatamente utilizando el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axiophot y una lampara de luz ultravioleta, junto con la
camara para microscopio SPOT RT3. Las imagenes fueron observadas utilizando
un filtro azul y los objetivos de 5.0X o 10X, dependiendo del tamafio de la

muestra.

Las imagenes fueron adquiridas utilizando el software SPOT Advanced version

5.1. Se corrigid el brillo y las interferencias para obtener una imagen nitida.

Se tomd la porcion de pericarpio donde no hubieran haces vasculares que
interfirieran con el analisis de las imagenes. Las imagenes fueron guardadas en

formato .TIFF.
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3.3.7.7 Analisis de imagenes.

Las imagenes adquiridas fueron analizadas utilizando el software ImagePro-Plus
version v.6.0.0.260, con el cual se determiné el espesor del pericarpio, el numero
de capas celulares y el area de las células del pericarpio. También se utilizo el
software Cellset version 1.5.1.0 para delimitar las paredes celulares de las células

del pericarpio antes de que éstas fueran analizadas en el software ImagePro-Plus.

El colorante blanco fluorescente Calcofluor permite la rapida deteccion de células,
debido a que posee un fluorocromo que se une fuertemente a la celulosa presente
en las paredes celulares. Mediante la tincion de las paredes celulares de las células
del pericarpio, se pudo determinar el espesor de éste, asi mismo, el area de las

c¢lulas del pericarpio y el numero de capas celulares que lo conforman.

3.3.7.8 Determinacion del espesor del pericarpio y el nimero de capas celulares del

pericarpio.

Utilizando el programa ImagePro-Plus se calibr6 la imagen de acuerdo al aumento

de los objetivos utilizados, para obtener los resultados en pm.
3.3.7.8.1.1 Determinacidn del espesor del pericarpio

Utilizando la herramienta “Measure distance” se trazé una linea transversal de
un extremo a otro del pericarpio y se determiné el espesor del pericarpio

(Figura 20). El resultado fue mostrado en um.
3.3.7.8.1.2 Determinacidon del nimero de capas celulares del pericarpio:

Tomando como guia la linea transversal trazada en la determinacion del
espesor del pericarpio, se contd el numero de células adyacentes a esta linea

(Figura 21).
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Figura 20. Determinacion del espesor del pericarpio en un corte histologico de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Figura 21. Determinacion del nimero de capas celulares del pericarpio en un corte
histologico de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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3.3.7.9 Determinacion del area de las células del pericarpio:

Utilizando el programa ImagePro-Plus se tomo6 la secciéon mas nitida de la imagen
de pericarpio a analizar. Esta seccion fue guardada en formato .JPG y analizada
con el software Cellset. Se modifico el contraste de la imagen, si era necesario,
para mejorar su nitidez. Seguidamente, se utilizd6 la funcion “Default
segmentation” para el reconocimiento y delimitacion de las paredes celulares

(Figura 22).

Figura 22. Reconocimiento de las paredes celulares del pericarpio por el
programa Cellset, en un corte histolégico de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

Una vez realizada la segmentacion, se hicieron modificaciones, tales como la
adicion o eliminacion de segmentos para corregir posibles errores, y se obtuvo la

segmentacion final de las células del pericarpio (Figura 23).
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Figura 23. Segmentacion celular final de las células del pericarpio en un
corte histologico de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Para exportar la imagen, se selecciond la opcion “Cell walls” y se obtuvo una
imagen en fondo claro en formato .TIFF (Figura 24), que fue analizada con el

software ImagePro-Plus.

Mesocarpio

Epidermis

Exocarpio

Figura 24. Imagen de segmentacion celular del pericarpio de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’ utilizada para determinar el area de las células.
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Con la herramienta “Count/size” se realiz6 un conteo de las células que conforman
el pericarpio (Figura 25) y utilizando la herramienta “Data collector” se calcul6 el

area promedio de las células. Los resultados se exportaron a un Libro Excel para

ser analizados.
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Figura 25. Conteo de las células que conforman el pericarpio en un corte
histologico de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

3.3.8 Medicion de la altura de las plantas de tomate ‘Micro-Tom’

Una vez que todos los frutos fueron utilizados en los diferentes analisis, se realizo la
medicion de la altura de todas las plantas con una regla. La medida fue tomada desde

el inicio del tallo hasta el extremo apical.

3.3.9 Determinacion del rendimiento de las plantas de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

El rendimiento de cada mutante y del Wild Type fue determinado por el peso total de

los seis frutos de cada planta y se expres6 como el promedio de las tres plantas.
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3.3.10 Relacion entre las mutaciones Self-Pruning (sp), Dwarf (d) y Miniature (mnt) y
los pardmetros que podrian influir en el tamafio final del fruto y el rendimiento

de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Se establecio una relacion entre las mutaciones en los genes Sefl-Pruning (sp), Dwarf
(d) y Miniature (mnt) con las caracteristicas de cada uno de los 10 tipos de mutante
de la coleccion, tomando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del fruto, el
analisis de los tejidos conductores del pedicelo, el analisis de las células del

pericarpio, la altura de las plantas y el seguimiento de la maduracion de los frutos.

3.3.11 Andlisis estadistico de los resultados.

Se utilizo el software R v.2.14.1 para realizar el analisis estadistico de los resultados

obtenidos, mediante el Test de Wilcoxon.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y
DISCUSION
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4.1 DETERMINACION DEL ESTADO BREAKER DE LOS FRUTOS DE Solanum
lycopersicum (TOMATE) ‘MICRO-TOM’

La cuarta fase del desarrollo del fruto de tomate corresponde a la maduracion. Esta
etapa comienza cuando el fruto ha alcanzado su tamafio final y es reconocida por un
cambio de color en el fruto. Este cambio de color es de verde a amarillo claro y se da
aproximadamente en el 10% de la superficie del fruto y se denomina estado breaker.
El estado breaker de los frutos fue reconocido por la apariciéon de un halo de color
amarillo. Este halo podia aparecer en cualquier parte del fruto.

La aparicion de este halo dependié de cada tipo de mutante, como se observa en la
tabla N° 1. Los resultados estan expresados en los dias que demor6 la aparicion del
estado breaker, después de la floracion, y como el promedio de los 18 frutos por

mutante.

Tabla N° 1. Aparicion del estado breaker en los frutos de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

MUTANTE Breaker (dias después de la floracion)

P11C11.11.1 38 £4.64
P12H11.4 36 £1.94
P1B3.7.11 38 £2.23
P24C3.4 32 £1.57
P29C1.7 40 £ 2.45
P3Cé6.1 38 £3.52
P3D3.12 32+2.92
P40D11.5 39+2.61
P40D7.12 371491
P6C7.5 36 +4.43
WILD TYPE 35+2.40

Valores promedio seguidos por la desviacion estandar (p < 0.05, Test Wilcoxon).
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Como se observa en la tabla anterior, hubo cierta diferencia en el tiempo que tomaron

los frutos de cada mutante para alcanzar su tamafio maximo.

Sin embargo, esta diferencia entre en Wild Type y los distintos mutantes no fue muy
grande, ya que el tiempo que tomaron los frutos Wild Type para alcanzar el estado
breaker, fue 35 dias después de la floracion, mientras que en el caso del mutante
P29C1.7 el tiempo fue 40 dias, solo 5 dias mas que el Wild Type. Los mutantes que
alcanzaron su tamaio final en un tiempo menor que el Wild Type fueron los mutantes

P3D3.12 y P24C3.4, con una diferencia de solo 3 dias.

En el caso de los frutos de los mutantes P3D3.12 y P24C3.4, la transformacion de
cloroplastos en cromoplastos se dio mas rapido en los frutos mutantes que en los
frutos Wild Type, disminuyendo de esta forma la concentracion de clorofila y
aumentando la concentracion de f-caroteno, que da el color amarillo al fruto (Gillaspy
et al., 1990), y por esta razon, el estado breaker aparecié en los frutos mutantes que en

los frutos Wild Type.

Por el contrario, en el caso de los frutos que alcanzaron el estado breaker después que
los frutos Wild Type la transformacion de los cloroplastos en cromoplastos se dio de
una forma mas lenta que en el caso de los frutos Wild Type y por esta razon, los frutos

de estos mutantes alcanzaron su tamafio final después que los frutos Wild Type.

De acuerdo a Stevens et al. (1986), la concentracion de p-caroteno varia
considerablemente entre las especies o cultivares, ya que depende de la estructura
genética de la planta. Debido a que las plantas de la muestra presentan mutaciones en
su genoma, se pueden esperar diferencias en el tiempo en el que alcanzan su tamafo

final o que aparezca el estado breaker, entre cada mutante y el Wild Type.
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4.2 MADURACION DE LOS FRUTOS DE Solanum lycopersicum (TOMATE)
‘MICRO-TOM’.

La maduracion del fruto comienza una vez que €ste ha alcanzado su tamaiio final y es
de color verde. Se produce un cambio de color de forma gradual: el fruto cambia de

color de verde a naranja y finalmente a rojo.

Se realiz6 un seguimiento de la maduracion de un fruto por cada tipo de mutante, para
determinar si habia alguna diferencia en el tiempo de maduraciéon de cada uno, en

comparacion con el Wild Type.

Como se observa en la Figura 26, la maduracion de los frutos Wild Type tardo

aproximadamente 7 dias después de haber alcanzado el estado breaker.

Figura 26. Seguimiento de la maduracion de fruto Wild Type de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

Se observo que los mutantes P1B3.7.11, P3C6.1 y P1IC11.11.1 no mostraron
diferencia en el tiempo de maduracion con respecto al Wild Type, como se muestra en
la figura 27, ya que sus frutos alcanzaron la maduracion 7 dias después del estado

breaker.
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Mutante
P1.3.7.11

Mutante |
P3C6.1

Mutante
P1ic11.11.1

WILD TYPE |

Figura 27. Seguimiento fotografico de la maduracion de los mutantes P1B3.711,
P3C6.1 y P11C11.11.1 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Sin embargo, se observaron diferencias en el tiempo de maduracion de la mayoria de

mutantes en comparacion con el Wild Type.

Los frutos del mutante P29C1.7 alcanzaron la maduracion 6 dias después de la
aparicion del estado breaker (Figura 28), es decir 1 dia antes que los frutos Wild Type.
El mutante P29C1.7 fue el tnico que desarrollo frutos con una maduracion mas rapida
que la de los frutos Wild Type, por lo tanto, la produccion de licopeno en estos frutos

se da de una forma mas rapida que en el resto de las plantas de la muestra.

Los 6 mutantes restantes de la muestra tardaron més de una semana en madurar. Los
mutantes P6C7.5 y P24C3.4 tardaron 8 dias en madurar después de que alcanzaron el
estado breaker, es decir un dia mas que el Wild Type (Figura 28). Los mutantes
P12H11.4, P40D7.12 y P40DI11.5 tardaron 9 dias en madurar, luego de haber
alcanzado el estado breaker (Figura 29).
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En el caso del mutante P40D7.12 se observo que hasta el sexto dia de maduracion, el
cambio de color del fruto era lento con respecto a los demas mutantes; sin embargo, a
partir del séptimo dia, el cambio de color (de amarillo a rojo), se produjo de manera

mas rapida, alcanzando la maduracién completa al noveno dia (Figura 29).

La produccion de licopeno en el caso de estos mutantes es mas lenta que en el caso de

los frutos Wild Type.

Mutante
P29C1.7

Mutante
P6C7.5

Mutante
P24C3.4

WILD TYPE |

Figura 28. Seguimiento fotografico de la maduracion de los mutantes P29C1.7, P6C7.5 y
P24C3.4 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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Mutante
P12H11.4

Mutante
P40D7.12

Mutante
P40D11.5

WILD TYPE |

Figura 29. Seguimiento fotografico de la maduracion de los mutantes P12H11.4, P40D7.12
y P40D11.5 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

El mutante P3D3.12 fue el que mostro el proceso de maduracion mas largo de todos
los mutantes, ya que después de haber alcanzado el estado breaker, tardo 19 dias en

madurar, 12 dias mas que el Wild Type (Figura 30).

La produccion de licopeno en este mutante se da de una forma lenta; incluso, la
tonalidad final del fruto no es la misma que la del resto de mutantes y de los frutos

Wild Type.

La mayoria de las variedades de Solanum lycopersicum alcanzan su tamafio maximo
40 a 50 dias después de la floracion y maduran en aproximadamente 16 dias,

dependiendo de la variedad de tomate y de las condiciones locales.

64

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Mutante |
P3D3.12 |

Figura 30. Seguimiento fotografico de la maduracion del mutante P3D3.12 de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Los frutos de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’ alcanzan la maduracion
aproximadamente 7 dias después de haber alcanzado su tamafio maximo. Esta
caracteristica podria ser aprovechada en investigacion, para asegurar la disponibilidad

de frutos en un corto periodo de tiempo.

De acuerdo a Meissner et al. (1997), ‘Micro-Tom’ posee un corto ciclo de vida (70 —
90 dias desde la siembra hasta la maduracion del fruto), lo que puede permitir estudiar

hasta 4 generaciones por afio.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la determinacion del estado breaker y
en el seguimiento de la maduracion, ‘Micro-Tom’ puede ser utilizado como una
variedad modelo para estudiar los cambios que se producen en el fruto durante su
desarrollo, ya que su desarrollo es bastante rdpido en comparacion con otras

variedades.
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4.3 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS
FRUTOS DE TOMATE.

Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de Solanum
lycopersicum ‘Micro-Tom’. Se realizo la determinacion del peso fresco, didmetro y
numero de loculos de los frutos de todas las plantas mutantes y de las plantas Wild
Type. Se determin6é la dureza y el contenido de solidos solubles de diez frutos por

mutante y diez frutos de tipo Wild Type.

4.3.1 Determinacion del peso fresco, diametro y nimero de I6culos de cada fruto.

En la Tabla N°2 se muestran el peso fresco, el diametro y el nimero de l6culos
obtenidos para cada mutante y para el Wild Type, considerando el promedio de los
18 frutos de cada tipo de mutante y del Wild Type. Estas mediciones se realizaron
cuando el fruto alcanzo el estado breaker, ya que una vez alcanzado este estado,

comienza la maduracion del fruto y éste ya no puede aumentar su masa.

El peso fresco de los frutos fue determinado utilizando una balanza analitica. El peso
promedio de los frutos de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’, es 5.1 g y poseen
tres loculos (Carvalho F. et al., 2011). Los resultados obtenidos mostrados en la
Tabla N° 2, muestran que el peso promedio de los frutos Wild Type es 5.36 g y que
poseen 3 loculos. Se observd que hubo un aumento significativo en el peso de los
frutos en el caso de los mutantes P1B3.7.11, P40D11.5y P40D7.12, cuyos frutos
pesaron en promedio, 8.81 g, 8.56 y 7.26 g, respectivamente. Mientras que hubo una
reduccion significativa en el peso de los frutos de los mutantes P12H11.4, P24C3 .4,
P3C6.1, P3D3.12 y P6C7.5, ya que sus pesos promedio fueron 4.17 g, 3.13 g, 1.58 g,
392 gy 4.01 g, respectivamente. El resto de mutantes no mostré diferencias
significativas en cuanto al peso promedio de sus frutos, con respecto al peso

promedio de los frutos Wild Type.
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El didmetro de los frutos fue determinado utilizando un Vernier. Como se muestra en
la Tabla N° 2, el diametro promedio de los frutos de ‘Micro-Tom’ Wild Type es
22.66 mm. Los mutantes P12H11.4, P24C3.4, P3C6.1 y P6C7.5 mostraron una
diferencia significativa con respecto al Wild Type, ya que los diametros promedio de
sus frutos fueron inferiores al del Wild Type (20.45 mm, 18.35 mm, 14.40 mm y

20.29 mm respectivamente).

Por el contrario, los mutantes cuyos frutos tuvieron un didmetro mayor al del Wild
Type fueron los mutantes P1B3.7.11, P40D11.5 y P40D7.12, ya que sus didmetros
respectivos fueron 25.27 mm, 27.09 mm y 25.14 mm. El resto de mutantes no mostr6
diferencias significativas en relacion al diametro promedio de sus frutos, con respecto

al Wild Type.

Tabla N° 2. Peso fresco, diametro y numero de I6culos de cada fruto de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

MUTANTE | Peso fresco (g) | Diametro (mm) N° de l6culos
P11CI1.11.1 6.28 £2.11 23.72+2.90 3(72 %)
P12H11.4 4.17+1.53 20.45 £2.86 3 (72 %)
P1B3.7.11 8.81 £2.54 25.57+£2.71 3 (66 %)
P24C3.4 3.13£1.12 18.35+2.33 3 (66 %)
P29C1.7 5.20 £2.69 21.35+3.94 3(77 %)
P3C6.1 1.58 + 0.40 14.40 + 1.54 3(55 %)
P3D3.12 392+ 1.19 21.97+£2.80 4 (44 %)
P40D11.5 8.56 £1.86 27.09 £ 1.89 3(55%)
P40D7.12 7.26+1.74 25.14 £ 1.56 3(72 %)
P6C7.5 401+1.14 20.29 £2.88 3(55%)
WT 5.36 +1.22 22.66 £ 1.95 3 (62 %)

Valores promedio seguidos por la desviacion estandar (p < 0.05, Test Wilcoxon).
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Estas diferencias significativas con respecto al peso y didmetro de los frutos, entre los
mutantes mencionados anteriormente y el Wild Type son mostradas en la Figura 31,
donde se puede observar que existe una relacion directamente proporcional entre el

diametro del fruto y su peso.

M Peso fresco (g)

10 - M Diametro (mm)

Figura 31. Diferencias de peso y diametro de los frutos de los mutantes P12H11.4,
P1B3.7.11, P24C3.4, P3Cé6.1, P40D11.5, P40D7.12 y P6C7.5 con respecto a los
frutos Wild Type de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Podemos observar que el mutante mas pequeno con respecto al Wild Type es el
mutante P3C6.1 con un peso de 1.58 g y un didmetro de 14.40 mm; mientras que el
mutante que desarrolld frutos mas grandes con respecto al Wild Type es el mutante
P40D11.5, con un peso de 8.56 g y un diametro de 27.09 mm. Estos resultados se
muestran en las Figuras 32, 33 y 34.
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Figura 32. Peso promedio de los frutos de los mutantes P3C6.1 y P40D11.5 y frutos Wild
Type de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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Figura 33. Diametro promedio de los frutos de los mutantes P3C6.1 y P40D11.5 y frutos
Wild Type de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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Figura 34. Diferencia de tamano del fruto entre el Wild Type y los mutantes P3C6.1 y
P40D11.5 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

La mutacion dwarf se ha utilizado durante bastante tiempo para crear variedades
enanas de tomate (Nadhzimov et al., 1988; Bishop, 2003). Esta mutacion provoca
una pérdida de 14 bases en el genoma de ‘Micro-Tom’, en comparacion con el
genoma del tipo salvaje, y es la mas estudiada y la responsable del pequefio tamaio

de la planta y de sus frutos.

La expresion de esta mutacion puede ser evidenciada en el tamafio de los frutos, tanto
de las plantas Wild Type, como de las plantas mutantes, ya que sus pesos y didmetros
son inferiores a los de distintas variedades, como se muestra en la Tabla N° 3
(Neiker, 2002; Roa de Acevedo, S et al., 1998). Incluso la variedad “Cherry”
conocida por ser la que desarrolla los frutos mas pequefios del mercado, produce

frutos de mayor tamafio que el cultivar ‘Micro-Tom’.
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Tabla N° 3. Comparacion de pesos y didmetros de los frutos de distintas variedades de
Solanum lycopersicum y “‘Micro-Tom’.

VARIEDAD PESO (9) DIAMETRO (mm)
Floradade 155,28 67,20
Castle 77 71,19 43,52
Roma VF 61,18 43,27
Limonero 238.,0 78,20

Isabel 3584 91,10
Morado 201,6 78,4
Extremeno 80,1 60,2
Redondo 370,5 94,6
Corazon de moreno 204,4 76,8
Temprano especial 182,0 78
Plano rizado 202.,4 83,2
Cherry 8,42 30,0
Chonto 89,20 51,3
Francisco 228,87 92,0
Milano 286,40 89.4

Saint Michel 177,50 35,43
‘Micro-Tom’ 5,36 22,66

El nimero de lo6culos del fruto depende directamente del numero de carpelos en la
flor e influye en la forma y el tamafo del fruto. En particular, los genes fasciated y
locule number, ubicados en el cromosoma 11 de Solanum lycopersicum (tomate)
juegan un papel crucial en la determinacion del numero de carpelos y léculos
(Lippman y Tanskley, 2001), y por consiguiente, en el tamafio del fruto. En general,
la mayoria de especies de tomate que tienden a desarrollar frutos multiloculares,

tienen un rendimiento mas elevado (Ariizumi et al, 2013).
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De acuerdo a Carvalho et al (2011), ‘Micro-Tom’ desarrolla frutos de tres 16culos. En
la Tabla N° 2, se observa que el mutante P3D3.12 mostrd una tendencia a desarrollar
frutos de 4 loculos, a diferencia del Wild Type y del resto de mutantes, que
desarrollaron frutos con 3 léculos. Sin embargo, si bien el mutante P3D3.12
desarrollo frutos de 4 loculos, esto no produjo un aumento en el peso fresco ni en el
diametro del fruto, ya que el tamafio de sus frutos fue significativamente menor al de
los frutos Wild Type (Tabla N° 2). Esta tendencia del mutante P3D3.12 a desarrollar
frutos de 4 16culos puede ser observada en la Figura 35. También puede observarse
que los l6culos de los frutos de este mutante son prominentes, en comparacion con
los frutos del Wild Type y de otros mutantes, otorgando a este mutante su forma

caracteristica.

P11C11.11.1

Figura 35. Comparacion de los loculos de P3D3.12, con el Wild Type y otros
mutantes de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

4.3.2 Determinacion de la dureza de los frutos

La firmeza de frutos de tomate es un pardmetro que mide la resistencia de
penetracion de los tejidos del fruto y depende, entre otros factores, del grado de

madurez. La firmeza es un factor importante ya que generalmente esta relacionada
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con la sanidad del fruto, la concentracion de azucares, el sabor y aroma del fruto,
sobre todo al alcanzar la coloracion de consumo.

La medicién de la dureza se realiza con un penetrometro, que mide la fuerza
necesaria para penetrar el fruto hasta cierta profundidad con un baston de metal. La

dureza es expresada en Kg/superficie del baston en cm?.

En este trabajo de investigacion se utilizd un penetrometro marca Fruit Texture
Analyzer (Figura 36) y los resultados se obtuvieron con el programa FTA del equipo.

La superficie del baston metélico del penetrometro fue de 0.5 cm?.

Figura 36. Penetrémetro marca Fruit Texture Analyzer utilizado en la determinacion de la
dureza de los frutos de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Estas mediciones fueron realizadas siete dias después de que los frutos hubieron
alcanzado el estado breaker. Se realizaron tres mediciones por fruto en diferentes

l6culos.

En la tabla N° 4 se muestra la dureza de los frutos de cada mutante, como resultado
del promedio de las tres mediciones, y de los diez frutos utilizados por cada mutante.

Los resultados estan expresados en Kg/cm®.
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Tabla N° 4. Dureza de los frutos de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

MUTANTE | DUREZA (Kg/cm?)
PIICII.11.1 1.280 £ 0.16
PI2HI11.4 0.770 £0.11
PIB3.7.11 0.989 +0.18
P24C3.4 0.765 £ 0.14
P29C1.7 0.781 £0.18
P3C6.1 0.919 £ 0.27
P3D3.12 2.818 £0.71
P40D11.5 0.974 £0.30
P40D7.12 0.857 £0.15
P6C7.5 1.575+0.57
WILD TYPE 0.946 * 0.09

Valores promedio seguidos por la desviacion estandar (p < 0.05, Test Wilcoxon).

La consistencia del fruto se atribuye a cambios en la turgencia, estructura y
composicion de las paredes celulares (Pinheiro y Almeida, 2002) durante la
maduracion. Mientras mas avanzado sea el estado de maduracion, las células del

pericarpio se vuelven menos turgentes y las paredes celulares van perdiendo rigidez.

La dureza de los frutos Wild Type fue 0.946 Kg/cm?. Como se observa en la Tabla
N° 4, los mutantes P1B3.7.11, P3C6.1, P40D11.5 y P40D7.12 no mostraron
diferencias significativas en cuanto a la dureza de sus frutos, en comparacion con el

Wild Type.

Sin embargo, los mutantes P11C11.11.1 y P6C7.5 desarrollaron frutos con durezas
mayores a la del Wild Type, siendo éstas, 1.280 Kg/cm? y 1.575 Kg/cm?

respectivamente. Estos resultados pueden deberse a que las paredes celulares de las
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células que componen el pericarpio sean mas rigidas en el caso de estos mutantes, y

por lo tanto la dureza de sus frutos es mas elevada que la de los frutos Wild Type.

Por el contrario, la dureza de los frutos de los mutantes P12H11.4, P24C3.4 y
P29C1.7 fueron significativamente inferiores a la dureza de los frutos Wild Type,
siendo éstas, 0.770 Kg/cm?, 0.765 Kg/cm? y 0.781 Kg/cm?, respectivamente. La
disminucion de la firmeza de los frutos de estos mutantes puede deberse a una
reduccion de la adhesion celular del pericarpio, ya que las células han perdido
turgencia conforme hubo avanzado la maduracion (G. Lopez, 2006) y a la
disminucion de la rigidez de las paredes celulares. En la figura 37 se muestran las

diferencias de dureza entre los distintos mutantes y el Wild Type.

Dureza promedio de los frutos
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Figura 37. Dureza promedio de los frutos mutantes y frutos Wild Type de Solanum
lycopersicum (tomate). ‘Micro-Tom’.

Como se observa en la figura anterior, el mutante P6C7.5 desarrolld frutos de una
dureza mayor que la de los frutos Wild Type, mientras que los mutantes P12H11 .4,

P24C3.4 fueron los que desarrollaron frutos de menor dureza que los frutos Wild

Type.
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El fruto P3D3.12 también desarrolld frutos de una dureza superior a la de los frutos
Wild Type. La dureza promedio de los frutos de P3D3.12 fue 2.818 Kg, mientras que
la dureza promedio de los frutos del Wild Type fue 0.946 Kg.

Este resultado puede deberse a que todos los frutos fueron tomados siete dias después
de que hubieron alcanzado el estado breaker. Al momento de la recoleccion de los
frutos, éstos se encontraban en un estado avanzado de maduracion, es decir, todos ya
habian adquirido un color rojo, a excepcion de los frutos del mutante P3D3.12. Este
mutante, a los 7 dias de haber alcanzado el estado breaker, aun se encontraba en un
estado temprano de maduracion, ya que el color de los frutos aun era verde con halos

amarillos en distintas partes de los frutos.

Como se observo en el seguimiento de la maduracion (Figura 30), los frutos de este
mutante alcanzaban la maduracion aproximadamente 19 dias después de haber
alcanzado el estado breaker. Estos frutos debieron haber sido recolectados
aproximadamente 20 dias después de haber alcanzado su tamafio final para realizar el

analisis de dureza.

Los mutantes que desarrollaron frutos de dureza significativamente superior o
inferior a la de los frutos Wild Type pueden ser estudiados con mayor profundidad,
ya que podrian ser utilizados como una herramienta genética para investigar procesos
relacionados con la maduracion del fruto y su relaciéon con la determinacion del

momento de cosecha y la calidad organoléptica de los frutos de tomate.

4.3.3 Determinacién del contenido de sélidos solubles

El contenido de so6lidos solubles de frutos de tomate es un parametro que presenta
gran variacion en funcion del cultivar, nutricion de la planta, estrés hidrico, factores
ambientales y genéticos, etc. En diversas variedades de fruto de tomate el contenido

de solidos solubles se situa entre 4.5 y 5.5 °Brix (N. Clemente, 2010).
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Los solidos solubles son componentes solubles en agua y representan
aproximadamente el 75% del peso fresco del fruto maduro (Tieman, D. et al, 1992).
Los aztcares y acidos orgédnicos son los constituyentes principales del fruto de

tomate.

La determinacion del contenido de solidos solubles se realizé utilizando diez frutos
por mutante. Estos fueron recolectados siete dias después de que alcanzaron el estado
breaker. Para realizar este andlisis se midio el Indice de refraccion (°Bx) del
pericarpio, del gel y del fruto y se determind si habia alguna diferencia en el
contenido de solidos solubles de estas 3 mediciones y también de cada mutante con
respecto al Wild Type. Para determinar el Indice de Refraccion de las muestras se

utiliz6 un refractémetro digital (Figura 38).

Figura 38. Refractometro digital Euromex utilizado en la determinacion del contenido de
solidos solubles de los frutos de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

En la Tabla N° 5 se muestran los resultados obtenidos luego de haber realizado el
analisis. Los resultados estan expresados como el promedio del contenido de solidos

solubles de los 10 frutos utilizados.
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Tabla N° 5. Contenido de sélidos solubles (°Bx) de los frutos de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

MUTANTE GEL PERICARPIO FRUTO
P11CI11.11.1 6.36 £ 0.55 7.02 £0.54 6.88 £0.47
P12H11.4 6.59 £0.63 6.69 +0.45 6.58 +0.48
P1B3.7.11 7.31£0.95 7.75 £0.57 8.00 £0.52
P24C3.4 742 +1.78 7.53 £0.87 7.55 £0.85
P29C1.7 6.51 £0.85 6.89 £1.27 6.86 +£1.48
P3Cé.1 10.62 +0.33 10.78 +0.58 10.24 +0.58
P3D3.12 4.93 £0.70 5.14 £0.52 5.14+0.34
P40D11.5 6.06 £0.51 6.85 £0.49 6.64 £ 0.56
P40D7.12 5.58£1.19 5.91 £0.52 5.76 £0.54
P6C7.5 7.67 £0.56 7.84 £1.29 7.58 £1.17
WILD TYPE | 6.55%0.31 7.04 £0.09 6.82 +0.44

Valores promedio seguidos por la desviacion estandar (p < 0.05, Test Wilcoxon).

Se encontré6 que el contenido de solidos solubles del pericarpio fue ligeramente

superior en el pericarpio que en el gel y en el fruto, tanto en el caso de los frutos Wild

Type como en el caso de los frutos de los distintos mutantes. Debido a que la

diferencia entre el indice de refraccion de las tres mediciones no fue grande, se tomd

en cuenta el contenido de so6lidos solubles del fruto para realizar una comparacion

entre los frutos Wild Type y los frutos mutantes.

Como se muestra en la tabla N° 5, el Indice de Refraccion promedio de los frutos

Wild Type fue 6.82 °Bx. Los mutantes P11C11.11.1, P12H11.4, P29C1.7, P40D11.5,

P40D7.12 y P6C7.5, no mostraron diferencias significativas en el contenido de

solidos solubles, con respecto al Wild Type.
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Por el contrario, los frutos de los mutantes P1B3.7, P24C3.4 y P3C6.1 desarrollaron
frutos con un contenido mayor de solidos solubles con respecto al Wild Type, ya que
sus indices de refraccion promedio fueron 8.00 °Bx, 7.55 °Bx y 10.24 °Bx,
respectivamente. Esta diferencia puede ser observada en la Figura 39 y podria
deberse a un mayor aporte de sacarosa por el floema (Walker et al., 1997), o a una
mayor capacidad de biosintesis y almacenamiento de carbohidratos durante las
primeras etapas del desarrollo del fruto. La concentracién de almidon es elevada
durante la fase inicial del desarrollo del fruto y ésta disminuye practicamente a cero,

debido a la maduracion, ya que se convierte en azicares.

Por otro lado, el mutante P40D17.12 desarrolld frutos con un contenido de sélidos
solubles significativamente menor al de los frutos Wild Type, ya que su indice de
Refraccion promedio fue de 5.76 °Bx, mientras que el indice de refraccion promedio

de los frutos Wild Type fue de 6.82 °Bx (Figura 39).

Contenido de Soélidos Solubles
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Figura 39. Contenido de Solidos Solubles de los frutos de los distintos
mutantes y los frutos Wild Type de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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Estos resultados podrian indicar que el tamafio del fruto no esta relacionado
necesariamente con el contenido de sélidos solubles, ya que como se observa en la
Figura 40, los frutos del mutante P40D7.12 son significativamente de mayor tamafio
que los frutos Wild Type y sin embargo, su contenido de solidos solubles es inferior.
Mientras que los frutos del mutante P3C6.1 fueron los mas pequefios de la muestra y
sin embargo, su contenido de so6lidos solubles es mayor que el de los frutos Wild

Type y el resto de mutantes.

Peso fresco de frutos vs Contenido de
Solidos Solubles

%11111]:1111

m Peso fresco (g) ™ IR (°Bx)

Figura 40. Peso fresco de frutos vs. Contenido de Sé6lidos Solubles de los frutos de
Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

También se encontrd que el mutante P3D3.12 desarrollé frutos con un contenido de
solidos solubles menor que el de los frutos Wild Type, ya que su indice de refraccion
fue de 5.14 °Bx, en comparacion a los 6.82 °Bx de los frutos Wild Type. Esta
diferencia puede deberse a que todos los frutos, tanto de los mutantes como del Wild
Type, fueron recolectados siete dias después de que alcanzaron el estado breaker, es

decir tu tamafio final; sin embargo, mientras que los frutos del resto de mutantes y del
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Wild Type se encontraban en un estado avanzado de maduracion ya que su color era
rojo, los frutos del mutante P3D3.12 atn no habian adquirido esta tonalidad. Los
frutos de P3D3.12 al no estar en un estado avanzado de maduracion, ain no habian
convertido todo el almidén en azlicares y los sélidos solubles presentes en el fruto de
tomate son, en su mayoria, azucares. Estos frutos debieron haber sido recolectados
aproximadamente 20 dias después de haber alcanzado el estado breaker, ya que éste

es el tiempo que toman estos mutantes para alcanzar la maduracion.

Los mutantes P1B3.7.11, P24C3.4 y sobre todo el mutante P3C6.1 pueden ser
estudiados con mayor profundidad, ya que al desarrollar frutos con un alto contenido
de solidos solubles, pueden ser de interés en la investigacion sobre la acumulacion de
estos compuestos en los frutos de Solanum lycopersicum (Davies et al., 1965) durante

su desarrollo, sobre todo en la etapa de maduracion.

4.4 ANALISIS DE LOS TEJIDOS CONDUCTORES DEL PEDICELO.

Se determiné el area total del pedicelo, el area de los tejidos conductores (xilema y
floema) y la capacidad floemiana para conocer la eficiencia del transporte realizado
por el floema. La importancia de este analisis radica en que estos tejidos, al ser los
encargados del transporte de nutrientes hacia el fruto, pueden influir en el tamafo final
del fruto y por consiguiente, en el rendimiento de la planta de Solanum lycopersicum

‘Micro-Tom’.

4.4.1 Adquisicion de imagenes de cortes de pedicelo

Se utiliz6 el colorante Azul de Toluidina para realizar la tincion de las muestras, ya
que si bien esta coloracion es simple, es util en la identificacion y distincion de los

tejidos conductores del pedicelo.
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El xilema secundario o metaxilema se observa como un anillo de color azul y el
floema se encuentra en la parte externa del metaxilema, y puede ser reconocido por

su color violeta.

A continuacion se muestran las imagenes microscopicas de los pedicelos del Wild
Type y de cada mutante que fueron analizadas con el software ImagePro-Plus
v.6.0.0.260. Se utilizaron tres frutos por cada tipo de mutante y tres frutos Wild Type

para realizar este analisis.

e Wild Type: en la figura 41 se observan las imagenes de los cortes de pedicelo
obtenidos de los frutos Wild Type. En los tres pedicelos se puede observar la
presencia de tricomas sobre la epidermis (Figura 41). Debajo de la epidermis
hay varias capas de células de colénquima. Se observa también la presencia de
rayos medulares que atraviesan el xilema secundario (metaxilema). En el lado
externo del metaxilema se encuentra en floema, que forma un anillo mucho
mas delgado que el del metaxilema. También se puede observar células de
esclerénquima, que rodean la parte exterior del floema; debido a la coloracion
con azul de toluidina, estas células estan tefiidas de color azul, y forman una

delgada capa celular (Figura 42).

Durante el desarrollo de la planta, el floema y el xilema secundario empujan al
xilema primario (protoxilema) hacia el centro del pedicelo. El protoxilema
puede ser observado en el lado interno del metaxilema y sus elementos se
encuentran agrupados en circulos (Figura 42). La parte central del pedicelo
estad conformada por células parenquimatosas de mayor tamafo que le resto de

células del pedicelo.
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Figura 41. Pedicelos de los frutos de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’
Wild Type.

Esclerénquima

Protoxilema

Figura 42. Estructura del pedicelo de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’,
Wild Type.
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e Mutante P1B3.7.11: En la figura 43 se observan los tres pedicelos del
mutante P1B3.7.11. En el primer pedicelo, se observa que el floema forma un

anillo discontinuo, pero esto no es observado en los otros dos pedicelos.

Figura 43. Pedicelos del mutante P1B3.7.11 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P3C6.1: como se observa en la figura 44, en los tres pedicelos de
este mutante hubo una coloracion verde — marrén, que podria deberse a la

presencia de compuestos fendlicos.
Esta coloracion se presentd tanto en las células del colénquima, como en las
células que se encuentran entre el xilema primario y el xilema secundario.

Incluso las células de esclerénquima que rodean al floema poseen esta

coloracion.
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Esto pudo deberse a que posiblemente transcurrié demasiado tiempo entre la
tincion y la observacion de las muestras, lo que provocod que estos compuestos

fenodlicos se oxidaran.

Figura 44. Pedicelos del mutante P3C6.1 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

e Mutante P3D3.12: En el caso de este mutante se puede observar que hay una
mayor cantidad de rayos medulares que atraviesan el metaxilema en

comparacion con los pedicelos Wild Type (Figura 45).
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Figura 45. Pedicelos del mutante P3D3.12 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P6C7.5: En los tres pedicelos de este mutante también se observa
una coloracion verde — marron en las células del clorénquima, esclerénquima y

en las que separan el metaxilema del protoxilema.
Esta coloracion también podria deberse a la presencia de compuestos fenolicos
en el pedicelo, como en el caso del mutante P3C6.1 (Figura 46).

Incluso esta coloracion puede ser observada en algunas zonas del metaxilema

de los tres pedicelos.
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Figura 46. Pedicelos del mutante P6C7.5 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

e Mutante P11C11.11.1: En el caso de este mutante se observo que el

protoxilema de los tres pedicelos era de mayor tamafio que el de los pedicelos

Wild Type (Figura 47).

Se puede observar que el protoxilema del mutante P11C11.11.1 esta formado
por una mayor cantidad de circulos y que éstos se encuentran juntos, y no

separados como en el caso del Wild Type.
Por otro lado, también se observo que en el caso de dos de los pedicelos de
este mutante, gran parte de las células de la parte central se encontraban

coloreadas de color azul, al igual que algunas células del parénquima (Figura

47).
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Figura 47. Pedicelos mutante P11C11.11.1 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P12H11.4: En la figura 48 se muestran los pedicelos del mutante
PI12H11.4.

Se observo que el floema del segundo pedicelo formo un anillo discontinuo,

pero esto no fue observado en los otros dos pedicelos.
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Figura 48. Pedicelos del mutante P12H11.4 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P24C3.4: En el caso de este mutante se puede observar que hay una
mayor cantidad de rayos medulares que atraviesan el metaxilema (Figura 49),
al igual que en los pedicelos del mutante P3D3.12, y a diferencia de los
pedicelos Wild Type.

Por otro lado, también se observo una coloracion marroén en el tercer pedicelo.
Esta coloracion que cubrio toda el area del pedicelo, pudo deberse a la

oxidacion de compuestos fenolicos; sin embargo, esto no interfirié6 con el

analisis, ya que se pudo distinguir tanto el xilema como el floema.
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Figura 49. Pedicelos del mutante P24C3.4 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

Mutante P29C1.7: Se observo que en el caso de este mutante algunas células

del parénquima adquirieron una coloracion azul (Figura 50).

También se pudo observar en el segundo pedicelo, que el corte no fue del todo

plano, ya que algunas células de la parte de abajo del cortex se encuentran

superpuestas.
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Figura 50. Pedicelos del mutante P29C1.7 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

e Mutante P40D7.12: En el caso de este mutante, se observo que el protoxilema

de los tres pedicelos era de mayor tamafio que el de los pedicelos Wild Type

(Figura 51) y que forma circulos que no se encuentran separados como en el

Wild Type.
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Figura 51. Pedicelos del mutante P40D7.12 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

e Mutante P40D11.5: Se pudo observar que hay una mayor cantidad de rayos
medulares que atraviesan el metaxilema (Figura 52), al igual que en los
pedicelos de los mutantes P3D3.12 y P24C3.4, y a diferencia de los pedicelos
Wild Type. Este elevado nimero de rayos medulares es mas evidente en el

segundo pedicelo de P40D11.5.
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Figura 52. Pedicelos del mutante P40D11.5 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-
Tom’.

4.4.2 Determinacion del area total del pedicelo

Se determin6 el area total de los pedicelos utilizando el software ImagePro-Plus
v.6.0.0.260. Estos resultados se muestran en la Tabla N° 6 y son el resultado del

promedio del 4rea total de los tres pedicelos.
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Tabla N° 6. Area total del pedicelo.

MUTANTE AREA (pm?) AREA (mm?) PESO FRUTO (g)
P11C11.11.1 4930 450.75 821741.8 6.28
P12H11.4 4166 362.917 694 393.8 4.17
P1B3.7.11 2979 303.00 496 550.5 8.81
P24C3.4 2578 347.667 429 724.6 3.13
P29C1.7 3685 732.667 614 288.8 5.20
P3C6.1 2119 283.5 353213.9 1.58
P3D3.12 3949 085.00 658 180.8 3.92
P40D11.5 3920371.267 653 395.2 8.56
P40D7.12 3857 747.333 642 957.9 7.26
P6C7.5 2 689 691.00 448 281.8 4.01
WT 3 674 183.583 612 363.9 5.36

El 4rea total promedio de los pedicelos Wild Type fue 612 363.9 mm®. Se encontrd
que el area promedio de los pedicelos del mutante P11CI11.11.1 fue
significativamente mayor que el area promedio de los pedicelos Wild Type, ya que su

4rea fue 821 741.8 mm?>.

También se encontr6 que el area promedio de los pedicelos de los mutantes
P1B3.7.11, P24C3.4, P3C6.1 y P6C7.5 fue significativamente inferior que el area de
los pedicelos Wild Type, siendo éstas 496 550.5 mm?, 429 724.6 mm?, 353 213.9
mm’, 448 281 mm’, respectivamente. Estos resultados se pueden observar en la

Figura 53, expresados en pm®.

Se observo que no existe una relacion entre el area del pedicelo y el tamaio final del
fruto de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’, ya que la planta mutante que desarrolld
pedicelos de mayor area fue P11C11.11.1; sin embargo no desarrolld frutos que
fueran de un mayor tamafnio que los frutos Wild Type (Tabla N° 2). Igualmente,

dentro de las plantas que desarrollaron pedicelos de area inferior a las plantas Wild
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Type, se encuentra el mutante P1B3.7.11, uno de los que produjeron frutos de tamafio
significativamente mayor al de los frutos Wild Type (Tabla N° 2). Finalmente, la
planta mutante P12H11.4 produjo pedicelos de mayor area que los pedicelos Wild
Type, pero los frutos que desarroll6 fueron de tamaiio inferior a los frutos Wild Type

(Tabla N° 2).

Areatotal del pedicelo
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~ 40000000 |

;
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o
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Figura 53. Area total del pedicelo de los distintos mutantes vs. Wild Type de
Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

4.4.3 Determinacion del area del xilema.

Se determiné el area del xilema de los pedicelos utilizando el software ImagePro-
Plus v.6.0.0.260. Estos resultados se muestran en la Tabla N° 7 y son el resultado del

promedio del area del xilema de los tres pedicelos.
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Tabla N° 7. Area del Xilema.

Mutante Area (um?) Peso fruto (g)
P11C11.11.1 1293 409.9 6.28
PI12H11.4 801 844.3 4.17
P1B3.7.11 609 814.6 8.81
P24C3.4 663 639.2 3.13
P29C1.7 661 279.9 5.20
P3Ce6.1 650 320.3 1.58
P3D3.12 697 863.3 3.92
P40D11.5 1 044 030.1 8.56
P40D7.12 970 222.7 7.26
P6C7.5 432 358.7 4.01
WT 954 100.8 5.36

Se encontrd que el area promedio de los pedicelos Wild Type fue 954 100.8 pm?. No
hubo diferencia entre los pedicelos de los mutantes P40D11.5 y P40D7.12 y el Wild
Type con respecto al area del xilema. Por el contrario, el mutante P11C11.11.1
desarrolld pedicelos con un xilema de mayor area que en el caso del Wild Type, ya
que ésta fue de 1 293 409.9 pm’.

La mayoria de los mutantes desarrollaron pedicelos con xilemas de mayor area con
respecto al Wild Type, pero el mutante P6C7.5 fue el que mostré una diferencia
mayor, ya que el area de su xilema fue 432 358.7 um®. Estas diferencias pueden ser

observadas en la Figura 54.

Sin embargo, esto no influy6 en el tamafio final del fruto, ya que no se observo una
relacion directamente proporcional entre el area del xilema y el tamafio del fruto.
Como se observa en la Figura 54, el area del xilema de la mayoria de mutantes es

inferior a la del Wild Type, pero por ejemplo, en el caso del mutante P1B3.7.11, que
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desarrolla frutos de mayor tamafio que el Wild Type su area del xilema fue una de las

menores.
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Figura 54. Area del xilema de los distintos mutantes vs el Wild Type de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Aunque la fotosintesis de un fruto inmaduro no es insignificante, representa menos
del 10% del peso seco del fruto y el crecimiento de éste depende mayormente del
aporte de agua y nutrientes de otras partes de la planta (Ranci¢ et al., 2010). La
mayoria del material del cual depende el crecimiento del fruto es transportado desde
el tallo hacia al fruto a través del pedicelo, por el xilema y el floema. De acuerdo a
Ranci¢ et al. (2010), el transporte de agua en el pedicelo por el xilema y floema
ocurre en la misma direccion, para que de esta forma el fruto acumule agua

continuamente.

En distintos frutos, incluyendo el tomate, el transporte es realizado por el xilema
durante las primeras etapas del desarrollo del fruto (fertilizacion y division celular), y
el floema contribuye en menos del 10% (Ranci¢ et al., 2010). Sin embargo, poco

antes de que el fruto alcance su tamafno final y al comienzo de la maduracion, el
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transporte del floema representa casi el 80% del transporte total. Conforme el proceso
del proceso de maduracion va progresando, se estima que el transporte de nutrientes
por el floema llega al 95%, mientras que el transporte realizado por el xilema, se
detiene. Se cree que la reduccion del transporte del xilema se debe a la presencia de

la zona de abscision, donde hay una alta resistencia hidraulica (Ranci¢ et al, 2010).

Esta podria ser la razon por la cual no exista una relacion entre el tamafno final del
fruto y el area del xilema, ya que si bien el xilema es el tejido conductor de mayor
area, en el tomate, aproximadamente el 20% es funcional, ya que debido al rapido
crecimiento del fruto, los vasos del xilema se estiran y se rompen (Ranci¢ et al,
2010), mientras que el floema sigue siendo funcional porque estd compuesto
basicamente por células vivas con paredes celulares elasticas, que pueden mantener

sus funciones mientras el fruto se desarrolla, sin ser danadas.

4.4.4 Determinacion del area del floemay la capacidad floemiana

Se determiné el area del floema de los pedicelos utilizando el software ImagePro-
Plus v.6.0.0.260. Estos resultados se muestran en la Tabla N° 8 y son el resultado del
promedio del area del floema de los tres pedicelos. A partir del area del floema, se
calculo la eficiencia del transporte del floema (capacidad floemiana), dividiendo el

peso seco del fruto entre el area del floema.

Tabla N° 8. Area del floema y capacidad floemiana.

Area del Capacidad PESO FRUTO
Mutante ) ) )
floema (um") Floemiana (g PS/pm?) (9)
PI1ICI11.11.1 271 651.3 220x10° 6.28
PI12H11.4 276 100.0 1.49x 10° 4.17
98
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P1B3.7.11 169 744.0 247x10° 8.81
P24C3.4 200 946.3 7.90 x 107 3.13
P29C1.7 3162253 1.72x10° 5.20

P3C6.1 180 145.0 1.17x10° 1.58
P3D3.12 218 688.7 1.72x 10 3.92

P40D11.5 324 528.3 2.73x10° 8.56

P40D7.12 239 670.6 2.12x 10° 7.26
P6C7.5 211377.1 1.30x 10° 4.01

WT 255 224.7 1.75 x 10°° 5.36

PS: Peso Seco

Se encontr6 que el area promedio del floema de los pedicelos Wild Type fue 255
224.7 ym’. En este caso tampoco se observo una relacion entre el rea del floema y el
tamafio final del fruto. Por ejemplo, en el caso del mutante P1B3.7.11, uno de los que
desarrollaron frutos de mayor tamafio en comparacion con el Wild Type, el area del
promedio del floema fue 169 744.0 um?, inferior al area del floema Wild Type. El
area promedio del floema de los pedicelos del mutante P3C6.1 fue inferior a la del
Wild Type (180 145.0 pm?) y este mutante fue el que desarroll6 los frutos de menor
tamafio. El mutante P12H11.4 también produjo frutos de menor tamafio que el Wild
Type y sin embargo, el area promedio del floema es superior a la del Wild Type (276
100.0 pm?).

De acuerdo a Ranci¢ et al. (2010), el area del floema se incrementa durante el
desarrollo del fruto, en la etapa de elongacion celular. Un floema de gran area puede
proveer una mayor asimilaciéon de nutrientes por parte del fruto y también un
crecimiento mas rapido, pero el transporte depende mas de la eficiencia del floema

que de su area.

Como se observa en la Tabla N° 8, la capacidad floemiana de los pedicelos Wild

Type fue 1.75 x 10 g/um®. Los mutantes con una capacidad floemiana mayor a la
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del Wild Type fueron los mutantes P11C11.11.1, P1B3.7.11, P40D11.5 y P40D7.12,
siendo éstas 2.20 x 10 g/um?® 2.47 x 10° g/um?, 2.73 x 10° g/um® y 2.12 x 10°

g/um’, respectivamente.

Los mutantes con una capacidad floemiana inferior a la del Wild Type fueron los

mutantes P12H11.4, P24C3.4, P3C6.1 y P6C7.5 (1.49 x 10° g/umz, 7.90 x 107

g/um?, 1.17 x 10 g/um”y 1.30 x 10 g/um?, respectivamente). La Figura 55 muestra
2.50E-06

estas diferencias.
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Figura 55. Eficiencia del transporte realizado por el floema de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

Se encontrdé que la capacidad floemiana esta relacionada con el tamafio final del
fruto. Se observo que los mutantes que desarrollaron frutos de mayor tamafio que los
frutos Wild Type, también desarrollaron una capacidad floemiana superior a la del
Wild Type. Igualmente, los mutantes que produjeron frutos de menor tamafio que los
frutos Wild Type, desarrollaron una capacidad floemiana inferior. En la Figura 56, se
muestran los mutantes que desarrollaron los frutos de mayor y menor tamafio y su

capacidad floemiana.
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Como se observa en la Figura 56, existe una relacion directa entre la capacidad
floemiana y el tamano final del fruto. Una mayor capacidad floemiana podria

permitir el desarrollo de frutos de mayor tamafo.

Capacidadfloemiana
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Figura 56. Relacion entre la capacidad floemiana y el peso de los frutos de los
mutantes P1B3.7.11, P24C3.4, P3C6.1, P40D11.5 y Wild Type de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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La eficiencia en el transporte de nutrientes realizado por el floema podria ser un
factor que influya en el tamafio final del fruto de Solanum lycopersicum ‘Micro-

b

Tom’.

Por otro lado, los mutantes P1B3.7.11 y P40D7.11 son de interés, ya que
desarrollaron los frutos de mayor tamafio y su eficiencia del transporte del floema
también es mayor. Estos mutantes podrian seguir siendo estudiados para realizar
investigacion sobre como influye la capacidad floemiana en el tamafio final del fruto

y por lo tanto, en el rendimiento de la planta.

Sin embargo, ya que la capacidad floemiana y el tamafio final del fruto podrian estar
relacionados, las mutaciones dwarf, miniature y self-pruning, también podrian ejercer
un efecto sobre la capacidad floemiana, ya que €sta esta determinada por el area del

floema y por el peso seco del fruto.

4.5 ANALISIS DE LAS CELULAS DEL PERICARPIO

Se realizo un analisis de las células que componen el fruto de Solanum lycopersicum
‘Micro-Tom’, con el fin de determinar si existe una relacion entre el nimero de capas
celulares, el espesor del pericarpio y el area de estas células con el tamafio final del

fruto y el rendimiento de la planta.

4.5.1 Adquisicion de imagenes de cortes de pericarpio

Se utilizd el colorante Calcofltior, un colorante fluorescente que marca las paredes

celulares vegetales, para realizar la tincién de las muestras de pericarpio.
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A continuacion se muestran las imagenes microscopicas de los cortes de pericarpio
del Wild Type y de cada mutante que fueron analizadas con el software ImagePro-
Plus v.6.0.0.260. Se utilizaron dos frutos de cada mutante y dos frutos Wild Type que

estuvieran en estado breaker.

e Wild Type: como se observa en la Figura 57, la estructura del pericarpio de
los frutos Wild Type es caracteristica de Solanum lycopersicum. Las células
del exocarpio forman una delgada capa celular y son células pequenas, finas
y alargadas. Las células del endocarpio también son pequefias pero un poco
mas redondas que las del exocarpio. Las células del mesocarpio son mas
grandes y redondas que el resto de las células, sobre todo las células del
centro. En el segundo pericarpio se observan restos de gel al costado del

endocarpio.

Figura 57. Pericarpios de los frutos de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’
Wild Type.

En el mesocarpio también se observa tejido vascular (Figura 58) que esta

conectado a al tejido vascular del pedicelo. También se observa que las
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células del mesocarpio siguen una distribucion ordenada y las células

centrales son de mayor tamafio que el resto de las células del mesocarpio.

[Haces vasculares]|

Mesocarpio

Figura 58. Estructura del Pericarpio de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’, Wild Type.

e Mutante P1B3.7.11: En ambos pericarpios se observd la presencia de
haces vasculares muy proximos entre si. Y también se observd que las
células del mesocarpio del segundo pericarpio (Figura 59, derecha), son
mas grandes que las del primero. La estructura del exocarpio y del

endocarpio es similar a la del Wild Type.
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Figura 59. Pericarpios del mutante P1B3.7.11 de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-
Tom’.

e Mutante P3D3.12: La estructura del exocarpio de este mutante es similar a
la del Wild Type, se puede observar que sus células son pequefias y
alargadas (Figura 60). Sin embargo, las células del mesocarpio no son
redondas como las del Wild Type, y no tienen una distribucion ordenada.
Estas células son alargadas e incluso se puede observar que las que se
encuentran en los extremos del mesocarpio son mas grandes que las del

centro.

Finalmente, se puede observar que las ce¢lulas del endocarpio son mas

grandes que las del Wild Type.
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Figura 60. Pericarpios del mutante P3D3.12 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P6C7.5: La estructura del pericarpio de este mutante es similar a
la del Wild Type (Figura 61); pero se puede observar en el primer
pericarpio, que algunas de las paredes celulares de las células del
mesocarpio fueron destruidas durante el corte. Esto pudo deberse a que la
cuchilla no se haya encontrado en buen estado, provocando un dafio en el

tejido. Sin embargo, esto no influy6 en el analisis de la imagen.
e Mutante P11C11.11.1: En el caso de este mutante, se observo que tanto la
estructura del endocarpio como la del exocarpio son similares a las del Wild

Type, pero las células del mesocarpio tienen todas un mismo tamaiio

(Figura 62). También se observo la presencia de haces vasculares.
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Figura 61. Pericarpios del mutante P6C7.5 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

Figura 62. Pericarpios del mutante P11C11.11.1 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.
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e Mutante P12H11.4: La estructura del pericarpio de este mutante es similar
a la del Wild Type (Figura 63).

Figura 63. Pericarpios del mutante P12H11.4 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P24C3.4: Se observo que la estructura del pericarpio de este
mutante es similar a la del Wild Type (Figura 64), pero algunas de las

células del mesocarpio (Figura X, derecha) son de mayor tamafio.

Figura 64. Pericarpios del mutante P24C3.4 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.
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e Mutante P29C1.7: Como se observa en la Figura 65, las células del
mesocarpio son casi todas del mismo tamafio y algunas de las paredes

celulares de estas células se encuentran dafiadas, posiblemente debido al

corte o a la preparacion de la muestra.

Figura 65. Pericarpios del mutante P29C1.7 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

e Mutante P40D7.12: Se puede observar que las células del mesocarpio de
este mutante son mas grandes que las del Wild Type (Figura 66). Las

células del exocarpio y del endocarpio son similares a las del pericarpio

Wild Type.
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Figura 66. Pericarpios del mutante P40D7.12 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

e Mutante P40D11.5: La estructura del pericarpio de este mutante es similar
a la del pericarpio Wild Type (Figura 67). En el segundo pericarpio se
puede observar que las paredes celulares de algunas células del mesocarpio

se encuentran rotas, dando la impresion de que se tratara de una célula.

Figura 67. Pericarpios del mutante P40D11.5 de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

110

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
: CATOLICA
TESIS UCSM ; DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

e Mutante P3C6.1: En el caso de este mutante, solo se obtuvo una sola
imagen analizable de pericarpio, ya que en la segunda muestra (Figura 68)
se observaron varios haces vasculares que no permitieron el analisis de la

imagen.

Se observd que las células del mesocarpio de este mutante son mas

alargadas que las del Wild Type (Figura 68).

Figura 68. Pericarpios del mutante P3C6.1 de Solanum lycopersicum (tomate)
‘Micro-Tom’.

4.5.2 Determinacion del espesor del pericarpio y del nimero de capas celulares

Se utilizo el software ImagePro-Plus v.6.0.0.260 para determinar el espesor del
pericarpio y el nimero de capas celulares del pericarpio, a partir de las imagenes
microscopicas adquiridas, luego de haber realizado cortes de pericarpio con el equipo

Vibratomo.
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En la Tabla N° 9 se muestran los resultados de la medicion del espesor del pericarpio
en mm y el numero de capas celulares del pericarpio, como resultado del promedio

de los dos pericarpios utilizados por cada mutante y Wild Type.

Tabla N° 9. Espesor y numero de capas celulares del pericarpio de los frutos de
Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

vl e ESPESOR N° de Capas Peso
(mm) celulares Fruto (g)
P1ICI1.11.1 2.52 22 6.28
P12H11.4 1.21 23 4.17
P1B3.7.11 B8 17 8.81
P24C3.4 1.97 19 3.13
P29C1.7 1.88 18 5.20
P3C6.1 1.19 20 1.58
P3D3.12 1.61 25 3.92
P40D11.5 2.52 20 8.56
P40D7.12 2.24 20 7.26
P6C7.5 1.07 Z1 4.01
WT 2.45 20 5.36

Se encontrd que podria haber una relacion entre el espesor del pericarpio y el tamafio
final del fruto, ya que los mutantes que desarrollaron frutos de menor tamafio que los
frutos Wild Type (P12H11.4, P24C3.4, P3C6.1, P3D3.12 y P6C7.5), también
tuvieron pericarpios mas finos que los del Wild Type (Figura 69).

112

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

Espesor del pericarpio

3.00

2.50 -
E 200 -
E
& 150 -
w
[+F]
% 1.00 - W Espesor (mm)
I

050 -

0.00 +— } . ~ _ - )

Y E D L A SN D e D 0
R R SN - U S g Ly &
R il O O
<

Figura 69. Espesor del pericarpio de los frutos de los distintos mutantes vs Wild Type
de Solanum lycopersicum (tomate) “Micro-Tom’.

Los mutantes que produjeron frutos de mayo tamafio que el Wild Type (P1B3.7.11 y
P40D11.5) también produjeron frutos de pericarpio mas espeso que el de los frutos
Wild Type. Sin embargo, esta diferencia no fue muy notoria como en el caso de los

frutos de menor tamano.

Se encontr6 que el numero de capas celulares no tiene ninguna influencia en el
espesor del pericarpio. Por ejemplo, el mutante P3D3.12 fue el que contd con un
mayor nimero de capas celulares, pero su pericarpio fue uno de los mas delgados de
la muestra de mutantes. Igualmente, el mutante P1B3.7.11 fue el que contd con el
menor numero de capas celulares, pero su pericarpio fue uno de los mas espesos de la

muestra, y es el que produjo los frutos de mayor tamaio.

Por lo tanto, el nimero de capas celulares no influye en el espesor del pericarpio ni
en el tamafio final del fruto. Este podria estar determinado por el espesor del

pericarpio.

113

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

4.5.3 Determinacion del area de las células del pericarpio

Se utilizo el software ImagePro-Plus v.6.0.0.260 para determinar el area de las

células del pericarpio, a partir de las imagenes microscopicas adquiridas luego de

haber realizado cortes de pericarpio con el equipo Vibratomo.

Este analisis fue realizado con el fin de determinar si existe una relacion entre el area

de estas células y el tamafio final del fruto de “Micro-Tom’.

En la Tabla N° 10 se muestran los resultados de la medicion del area de las células

del pericarpio en pm®. Estos resultados son el promedio de los dos pericarpios

utilizados por cada mutante y Wild Type.

Tabla N° 10. Area de las células del pericarpio.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

LN Area de células Peso fruto(g)
(um?)

P11C11.11.1 8 978.40 6.28
PI2H11.4 7 637.29 4.17
P1B3.7.11 10 865.21 8.81

P24C3.4 9416.22 3.13

P29C1.7 9 848.40 5.20

P3C6.1 7213.90 1.58

P3D3.12 4 987.95 3.92

P40D11.5 10 784.37 8.56

P40D7.12 10 184.89 7.26
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P6C7.5 10 128.18 4.01

WT 10 137.16 5.36

Se encontrd que el area de las células del pericarpio Wild Type es de 10 137.16 pm”.
Los mutantes que mostraron mayor diferencia con respecto al Wild Type fueron los
mutantes P3D3.12 (4 987.95 um?), P3C6.1 (7 213.90 pum?) y P12H11.4 (7 637.29
um?). El 4rea de las células de sus pericarpios fue inferior a la del Wild Type (Figura
68).

El area de las células del pericarpio de los mutantes P1B3.7.11 y P40D11.5 fue
ligeramente superior al 4rea de las células del pericarpio Wild Type (10 865.21 um® y
10 784.37 um?, respectivamente) (Figura 70).
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Figura 70. Area de las células del pericarpio de los frutos de los distintos mutantes vs
Wild Type de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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Se observd que los mutantes cuyas dareas de las células del pericarpio fueron
inferiores al area de las células Wild Type, desarrollaron frutos de menor tamafio que
el Wild Type. Igualmente, los mutantes cuyas areas de las células del pericarpio
fueron ligeramente superiores al area de las células Wild Type, desarrollaron frutos
de mayor tamafio que los frutos Wild Type. Esto indica que el area de las células del
pericarpio podria influir en la determinacion del tamano final del fruto de Solanum
lycopersicum cv. ‘Micro-Tom’. Por otro lado, las mutaciones que determinan el
pequeiio tamafio de la planta y de los frutos de ‘Micro-Tom’, también podrian

influenciar en el area de las células del pericarpio

46 MEDICION DE LA ALTURA DE LAS PLANTAS DE SOLANUM
LYCOPERSICUM (TOMATE) ‘MICRO-TOM’.

La medicion de la altura de las plantas fue tomada desde el inicio del tallo hasta el
extremo apical. Los resultados se muestran en la tabla N° 11, y estan expresados como

el promedio de las tres plantas.

Tabla N° 11. Altura de las plantas de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-

Tom’.
- A ALTURA DE PESO
PLANTA (cm) | FRUTO(9)
6.8
P11CI1.11.1 17
417
PI2H11.4 13.13
8.81
PIB3.7.11 16.95
3.13
P24C3.4 14
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5.20

P29C1.7 14.13
1.58

P3Cé6.1 16

3.92

P3D3.12 14.67
8.56

P40D11.5 18.27
7.26

P40D7.12 15.27
4.01

P6C7.5 15.93
5.36

WT 13.15

La altura promedio de las plantas Wild Type fue 13.15 cm y se encontr6é que fueron las
mas pequefias junto con las plantas P12H11.4. El resto de mutantes mostraron una
altura promedio mayor a la del Wild Type. Las plantas de mayor altura fueron
P11CI11.11.1 (17 cm), P1B3.7.11 (16.95 cm), P3C6.1 (16 cm) y P40D11.5 (18.27 cm).

Estas diferencias se muestran en la Figura 71.
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Figura 71. Altura promedio de las plantas mutantes y Wild Type de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.
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En la Figura 72 se muestra la diferencia de altura entre el Wild Type y la altura de la
planta del mutante P40D11.5, que fue el mutante con las plantas mas altas de la

muestra.

Figura 72. Comparacion de la altura de una planta Wild Type y una planta P40D11.5
de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

Se encontrd que no existe una relacion entre la altura de la planta y el tamano del fruto,
ya que las plantas Wild Type fueron las més pequenas. Incluso las plantas mutantes
P3C6.1 y P6C7.5 que desarrollaron frutos pequefios mostraron una altura

significativamente superior a la de las plantas Wild Type.

Por lo tanto, la altura de la planta no es un factor que influya en la determinacion del

tamano final del fruto de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’.

Las plantas de Solanum lycopersicum cv. ‘Micro-Tom’ tienen una altura promedio de
15 cm, de acuerdo a los resultados mostrados. En la Figura 73 se muestra una
comparacion entre la altura de ‘Micro-Tom’ y otras variedades y se puede observar

que las plantas ‘Micro-Tom’ son las mas pequefias.
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Figura 73. Comparacion de la altura de distintas variedades de tomate vs el cultivar
‘Micro-Tom’ de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

El pequeno tamafio de las plantas de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’ se debe a la

presencia de las mutaciones mnt, sp y dwarf.

La mutacion dwarf es la mas estudiada y responsable del tamafio de la planta y de los

frutos, ya que se expresa en todos los tejidos vegetativos y reproductivos.

Esta mutacion también es responsable del color verde oscuro de las hojas de ‘Micro-
Tom’ y su aspecto rugoso (Figura 74), que difiere de las hojas lisas y de color verde

claro de otras variedades.

119

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

S. lycopersicum
cv. MicroTom

Solanum lycopersicum

Figura 74. Caracteristicas de una hoja de S. lycopersicum ‘Micro-Tom’.

La mutacion Sp provoca que el extremo apical del tallo deje de desarrollarse y de

producir meristemos axilares.

Finalmente, la mutaciéon mnt reduce la longitud internodal, ocasionando que la planta

tenga una apariencia compacta (Figura 75), debido a un desequilibrio hormonal.

Figura 75. Apariencia compacta de la planta de S. lycopersicum ‘Micro-Tom’.
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4.7 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LAS PLANTAS DE Solanum
lycopersicum (TOMATE) ‘MICRO-TOM’.

El rendimiento de cada mutante y del Wild Type fue determinado por el peso total de
los seis frutos de cada planta. En la tabla N° 12 se muestran los resultados obtenidos,

expresados como el promedio del rendimiento de las tres plantas.

Tabla N° 12. Rendimiento de las plantas de S. lycopersicum ‘Micro-Tom’.

MUTANTE | RENDIMIENTO (g)
P11CI1.11.1 37.70
PI12H11.4 24.99
P1B3.7.11 54.28
P24C3.4 18.55
P29C1.7 31.17
P3Ceé.1 9.46
P3D3.12 23.49
P40D11.5 51.37
P40D7.12 43.54
P6C7.5 24.08
WT 32.24

Se encontr6 que el rendimiento del Wild Type fue 32.24 g. Los mutantes que tuvieron
un rendimiento menor al del Wild Type fueron P12H11.4 (24.99 g), P24C3.4 (18.55
g), P3C6.1 (9.46 g), P3D3.12 (23.49 g) y P6C7.5 (24.08 g). Esto se debe a que sus

frutos fueron los mas pequefios de la muestra, sobre todo los del mutante P24C3.4.
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Los mutantes que tuvieron un mayor rendimiento con respecto al Wild Type fueron
P1B3.7.11 (54.28 g), P40D11.5 (51.37 g) y P40D7.12 (43.54 g), debido a que sus

frutos fueron los de mayor tamafio, sobre todo los frutos del mutante P1B3.7.11.

Por lo tanto, el rendimiento de la planta de Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’
depende de manera directa del tamafio final de los frutos, y éste, a su vez depende de la
eficiencia del transporte de nutrientes realizado por el floema y del area de las células

del pericarpio, que se encuentran en expansion durante la segunda fase de desarrollo del

fruto.

4.8 RELACION ENTRE LAS MUTACIONES SELF-PRUNING (SP), DWARF (D) Y
MINIATURE (MNT) Y LOS PARAMETROS QUE PODRIAN INFLUIR EN EL
TAMANO FINAL DEL FRUTO Y EL RENDIMIENTO DE Solanum lycopersicum
(TOMATE) ‘MICRO-TOM’.

Las mutaciones self-pruning, dwarf y miniature son las que determinan el fenotipo de
Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’. De estas mutaciones, la mas estudiada
es dwarf (d), ya que es la que provoca la reduccion del tamaio de la planta, y debido a
que se expresa en los tejidos reproductivos, también es el origen de la reduccion del

tamano del fruto.

De acuerdo a los resultados obtenidos, estas mutaciones ademas de afectar el tamafio
de la planta y el tamafio final del fruto, también podrian tener un efecto en el area de
las células del pericarpio, ya que éstas, durante la etapa de elongacion celular,

determinan el tamafio final del fruto de tomate (Tabla N° 13).

Se encontré que el tamano del fruto depende también de la eficiencia del transporte del
floema (capacidad floemiana), mas no del area del xilema o del pedicelo (Tabla N°

13).
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Tabla N° 13. Relacion entre la capacidad floemiana, el &rea de las células del
pericarpio y el espesor del pericarpio con el rendimiento de Solanum lycopersicum
(tomate) ‘Micro-Tom’.

o | G| "Gl | Epmordd | i

(@/um?) del inl;:]%i;.rplo (mm) )
P1ICI1.11.1 2.20x10°° 8978.40 2.52 3770
PI12H11.4 1.49x10°° 7637.29 1.21 24.99
P1B3.7.11 2.47x10° 10865.21 2.55 5498
P24C3.4 7.90x107 9416.22 1.97 18.55
P29C1.7 1.72x10° 9848.40 1.88 31.17
P3C6.1 1.17x10°° 7213.90 1.19 9.46
P3D3.12 1.72x10° 4987.95 1.61 23 49
P40D11.5 2.73x10°° 10784.37 2.52 5137
P40D7.12 2.12x10°° 10184.89 2.24 43.54
P6C7.5 1.30x10° 10128.18 1.07 24.08
WT 1.75x10° 10137.16 2.45 3094
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5.1 CONCLUSIONES

PRIMERA. Los frutos Wild Type tuvieron un peso promedio de 5.36 g y un
diametro promedio de 22.06 mm. Los mutantes P1B3.7.11, P40D11.5 y P40D7.12
fueron los que desarrollaron frutos de mayor tamafio en comparacion con los frutos
Wild Type, con un peso promedio de 8.81 g, 8.56 gy 7.26 g, respectivamente, y un
diametro promedio de 25.47 mm, 27.09 mm y 25.14 mm, respectivamente. Por

consiguiente, también fueron los mutantes que mostraron un mayor rendimiento.

SEGUNDA. La eficiencia del transporte realizado por el floema tiene un efecto en
el tamafio final del fruto, durante la etapa de elongacion celular. La capacidad
floemiana del Wild Type fue 1.75x10° g/um?, mientras que la de los mutantes
P1B3.7.11 y P40D11.5 fue 2.47x10°° pm’y 2.73x10°® pm?, respectivamente, siendo
estos mutantes los que desarrollaron frutos de mayor tamafo que los frutos Wild

Type.

TERCERA. Tanto el espesor del pericarpio, como el area de las células del
pericarpio tienen un efecto en la determinacion del tamafo del fruto de Solanum
lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’. Los mutantes P1B3.7.11 y P40D11.5 que
produjeron frutos de mayo tamafio que el Wild Type también produjeron frutos de
pericarpio mas espesos (2.55 mm y 2.52 mm, respectivamente) que el Wild Type
(2.45 mm). Asi mismo, el area de las células del pericarpio de estos mutantes
(10865.21 pum® y 10784.37 pum?, respectivamente) fue mayor que en el Wild Type
(10137.16 um?).

CUARTA. La altura de la planta y el tamafio final del fruto son dos variables

independientes con una correlacion negativa.

QUINTA. Las mutaciones Sefl-Pruning, Dwarf y Miniature presentes en el genoma

de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’ ademas de reducir el tamafio de la
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planta, tienen un efecto en el area de las células del pericarpio y en el espesor del
pericarpio; dos parametros involucrados en la determinacion del tamafio final del

fruto y en el rendimiento de Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’.

5.2 RECOMENDACIONES

e Se sugiere realizar mas trabajos de investigacion con los mutantes P1B3.7.11,
P40D11.5 y P40D7.12, ya que fueron los que desarrollaron frutos de mayor tamaio
y mostraron un mayor rendimiento. Estos mutantes podrian ser de utilidad en
investigacion sobre los parametros que determinan el tamafio final del fruto de
Solanum lycopersicum (tomate) ‘Micro-Tom’ y que puedan incrementar el

rendimiento de la planta.
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