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RESUMEN

Ledn Garcia, Elizabeth. Doctorado en Ciencias en Alimentos. Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnologico de Veracruz. Enero, 2017. “Efecto del
silenciamiento de TomloxB sobre la maduracion de frutos de tomate (Solanum
lycopersicum)’. Asesores: Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo y Dr. Miguel Angel Gémez Lim.

Las lipoxigenasas son enzimas que catalizan la hidroperoxidacion de acidos grasos
poliinsaturados de la membrana. En tomate, se han encontrado 5 isoformas: Tomlox A, B, C,
D y E, las cuales son diferencialmente reguladas. Especificamente, la TomloxB se expresa
en el fruto y se cree que su accién contribuye a la pérdida de integridad de la membrana y
dafno oxidativo, lo que propicia la maduracion y posterior senescencia del fruto. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto del silenciamiento del gen TomloxB sobre la fisiologia
postcosecha del tomate. Para esto se llevo a cabo la transformacion de explantes de tomate
(Solanum lycopersicum var TA234) via A. tumefaciens, con el plasmido pCAMBIA 2301 que
contenia un inserto del gen TomloxB en antisentido, al gen reportero GUS (uidA) y al gen de
resistencia a Kanamicina (nptll). La regeneracion de las plantas se hizo por medio de Cultivo
de Tejidos Vegetales y la comprobacion de la transformacion por el ensayo de GUS, PCR,
RT-PCR y Southern Blot.

Se obtuvieron 12 lineas transgénicas con una eficacia de transformacion del 13.8 %.
Durante la evaluacion post-cosecha no se encontraron diferencias fenotipicas indeseables,
siendo similares al fruto silvestre. Los frutos transformados cosechados en los estados
Breaker y Turning evidenciaron un aumento en la vida post-cosecha (hasta 60 dias)
permaneciendo en el estado Red. Como resultado del silenciamiento, la actividad de
TomloxB fue disminuida, y hubo un menor consumo en sus principales sustratos, acido
linoleico y linolénico, lo que propicié una mayor firmeza y una reduccion en la pérdida de
peso, en comparacion con los frutos testigo. La luminosidad fue mas alta en los frutos
transgénicos. El silenciamiento del gen influy6é en la produccion de etileno, retrasando su
pico maximo al dia 8; esto propicié modificaciones en las actividades enzimaticas de PG y
PME, asi como en la sintesis de licopeno. El silenciamiento del gen TomloxB es una
alternativa eficiente para reducir las pérdidas post-cosecha, ampliar las oportunidades de
comercializacion, exportacion y almacenamiento. Esto dara beneficios a la cadena
productiva del tomate.



ABSTRACT

Ledn Garcia, Elizabeth. Doctoral Program in Food Science. Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnolégico de Veracruz. Februray, 2017. “Silencing of
TomloxB gene on ripening of tomato (Solanum lycopersicum) fruits”. Advisors: Dr. Hugo
Sergio Garcia Galindo and Dr. Miguel Angel Gémez Lim.

Lipoxygenases catalyze the hydroperoxidation of polyunsaturated fatty acids which
are structural components in cell membrane. Tomato contains at least six encoding
lipoxygenase genes: Tomlox A, B, C, D, E and F, and they are differentially controlled.
Specifically, TomloxB is expressed in fruit and is possible that its action has been implicated
in membrane deterioration and oxidative damage, carried into the ripening fruit and finally
senescence. The goal of this work was to evaluate the effect of TomloxB gen silencing upon
post-harvest life. To achieve this we produced transgenic tomato plants (Solanum
lycopersicum var TA234) via Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 carrying a binary
vector pCAMBIA 2301 which contains a neomycin phosphotransferase (nptll) gene and a 3-
glucuronidase (uidA) reporter gene and the TomloxB antisense constructs. The transformed
plants were tested positive for GUS assay in leaves. TomloxB antisense gene was detected
by PCR and RT-PCR. Southern blot analysis showed the integration of uidA into the plant
genome.

A stable transformation with 13.8 % efficiency was achieved, which means 12 transgenic
lines. During post-harvest evaluation, there were no detectable phenotypic differences
between transgenic plants and wild-type tomato plants. Transgenic fruits harvested in
Breaker and Turning stage showed a larger post-harvest life (until 60 d) than wild-type. As
result of silencing process, TomloxB activity decreased and there was a lower consumption of
linoleic and linolenic acid, its main substrates. This action allowed a greater firmness and a
reduction in loss of weight in compared with the wild-type. The transgenic tomato fruits
showed higher luminosity than wild-type fruits. The climacteric peak was reached at day 8 in
transgenic fruits, which represents a 6 days’ delay in comparison with wild-type fruits. PME,
PG activities and lycopene synthesis were modified by ethylene influence. TomloxB gene
silencing is an effective choice to reduce post-harvest losses, to expand trade opportunities,
exports and storage. This could improve tomato productive chain.
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