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ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES DURANTE LA
MADURACION DEL FRUTO DE GUANABANA (Annona muricata L.) EN
MANEJO POSTCOSECHA

RESUMEN GENERAL

El fruto de guanabana (Annona muricata L.) posee una corta vida de anaquel que va de
los seis a los ocho dias después de la cosecha, tiempo en el cual el fruto se ablanda. Dentro
de los cambios fisicoquimicos en la maduracion postcosecha, el pH disminuye y hay un
incremento tanto de azucares solubles, como de acidez total, lo que le otorga su sabor
distintivo ligeramente acido. En frutos de guanabana cosechados en madurez fisiologica
en Compostela, Nayarit se evaluo el efecto de la temperatura cuando los frutos fueron
almacenados a temperatura ambiente (TA) y de refrigeraciéon a 15 °C (T15) hasta alcanzar
la madurez de consumo. Se evaluaron los siguientes indices de madurez: firmeza, sélidos
solubles totales (SST), acidez total titulable (ATT) y pH cada tres dias después de la

cosecha.

Por otra parte, debido a que hasta el momento no se cuenta con la secuencia del genoma
de guanébana, surgio la necesidad de generar informacion que ayude a comprender el
proceso de maduracion a nivel molecular. Para ello se abordaron dos enfoques, por un
lado, se contruyeron genotecas de cDNA de frutos de guanabana en tres estados de
madurez para su posterior analisis transcriptémico por RNA-Seq con el fin de evaluar el
efecto de la temperatura de almacenamiento en la expresion de genes de mesocarpio de
guanabana; y por el otro, se seleccionaron tres genes reportados en el proceso de
maduracién del fruto, para evaluar su expresion diferencial: uno relacionado con el
ablandamiento (expansina, EXP) y dos relacionados con el metabolismo de los &cidos
maélico y citrico [malato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-MH) y citrato
sintasa mitocondrial (CSM), respectivamente]. Para realizar un andlisis de expresion
génica se utilizo la transcripcidn reversa en tiempo real o reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (RT-gPCR o gPCR) que se ha vuelto ampliamente utilizada en
especies vegetales no modelo. Los patrones de expresion de los genes candidatos en tres
estados de madurez se correlacionaron con los cambios en la ATT y en la firmeza. Los
resultados mostraron que los frutos almacenados a ambas temperaturas disminuyeron por
lo menos 6 veces su firmeza y el pH disminuy6 a valores menores de 4.0. Ademas, los
SST aumentaron a mas de 15 °Brix bajo ambas condiciones de temperatura; y la ATT
alcanzo valores de hasta 0.92% (TA) y 0.71% (T15). Por otro lado, el analisis de
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expresion diferencial mostré que, a TA, la acumulacion de EXP aument6 continuamente
hasta que los frutos alcanzaron la madurez de consumo mientras que a T15, la expresion
disminuyo dos terceras partes (frutos menos blandos a T15, consistente con los valores
de firmeza). Los niveles de expresion del gen NAD-MH se elevaron hasta 10 veces (10X)
en la madurez de consumo de los frutos dejados madurar a TA (mas acidos, se
correlaciona con los valores de ATT); a diferencia de los frutos a T15 que no mostraron
diferencia significativa en su aumento entre la madurez fisiologica y de consumo en los
frutos madurados a T15. Por otro lado, el gen CSM mostr6 una disminucion no significativa

de su expresion hasta finales de la maduracién bajo ambos tratamientos.

ABSTRACT

Soursop fruits (Annona muricata L.) have a short shelf life from, six to eight days after
harvest, time in which the fruits soften. Within the physicochemical changes in
postharvest ripening, pH decreases while soluble sugars and total acidity increase, which
confers its slightly acidic taste. Soursop fruits were harvested at physiological maturity
in Compostela, Nayarit. We evaluated the effect of temperature [room temperature (RT)
versus 15 °C (refrigeration)] until ripe stage, measuring firmness, total soluble solids
(TSS), total titratable acidity (TTA) and pH every three days after harvest. On the other
hand, since there no genomic information regarding the maturation process of soursop, it
IS necessary to generate information that helps the better understanding the maturation
process at the molecular level. For this, two approaches were used, on the one hand,
cDNA libraries from soursop fruits in three maturity stages were constructed for further
transcriptomic analysis by RNA-Seq to evaluate the effect of storage temperature on the
expression of soursop ripening-related genes; and on the other hand, three genes were
selected to evaluate the differential expression; one softening-related (expansin, EXP) and
two related to the metabolism of malic and citric acids [NAD-dependent malate
dehydrogenase (NAD-MH) and mitochondrial citrate synthase (CSM), respectively]. To
perform a gene expression analysis, we used real time reverse transcription or quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR or gPCR) that has become widely used in non-
model plant species. The patterns of expression of the candidate genes in three stages of
maturity were correlted with changes in TTA and firmness. Our results showed that fruits
stored under both temperatures, firmness presented a 6-fold decrease at least and pH

declined to less than 4.0. In addition, TSS increased up to 15 °Brix under both temperature
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conditions; and TTA raised up to 0.92% (RT) and 0.71% (T15). On the other hand, the
differential expression analysis showed that the accumulation of EXP increased slightly
under RT and decreased rapidly two thirds under T15 conditions (less soft fruits at T15,
consistent with firmness values). The expression levels of NAD-MH increased up to 10-
fold (10X) under RT treatment (more acid fruits, correlated with TTA values), unlike,
T15 fruits that showed no significant difference between physiological and horticultural
maturity. Conversely, CSM showed no significative decrease in expression until the end

of ripening under both treatments.

INTRODUCCION GENERAL

El fruto de guanabana (Annona muricata L.) pertenece a la familia Annonaceae y ha sido
clasificado como climatérico (Biale y Barcus, 1970). Se ha reportado que presenta un
comportamiento diferente al de otros frutos climatéricos durante la maduracion
postcosecha, ya que se ha reportado que presenta dos picos climatéricos (Marquez-
Cardozo et al., 2012), y que junto con el marcado incremento de azucares solubles,
también hay un notable aumento en la concentracion de acidos organicos, al mismo
tiempo que ocurre una disminucion de pH, lo que le otorga su sabor caracteristico (Lima
et al., 2003; Brasil et al, 2008; Marquez Cardozo et al., 2012; Gonzalez-Aguero et al.,
2016).

Meéxico es el principal productor de guanabana en el mundo, con 28,853.66 toneladas en
el altimo afio, siendo el estado de Nayarit la principal entidad productora (21,810.86 t),
especificamente el municipio de Compostela (21,157.5 t), por lo que este fruto tiene un
gran potencial de comercializacion en la entidad (SIAP, 2017). La principal problematica
del fruto de guanabana durante su manejo postcosecha es su corta vida de anaquel debido
a la alta tasa de respiracion y de produccion de etileno (Marquez Cardozo et al., 2012) y
a la susceptibilidad al dafio por frio. Por su acelerado metabolismo los frutos de
guandbana sufren cambios bioquimicos, fisicoquimicos y fisiolégicos que los hacen

altamente perecederos (Lima y Alves, 2011).

Dentro de estos cambios esta la pérdida de firmeza que ocurre por la degradacion de la
pared celular, que se ha asociado a cambios bioquimicos en las fracciones de la pared
celular que resultan de la degradacion de polimeros tales como celulosa, hemicelulosas y
pectinas (Brummell, 2006; Payasi et al., 2009; Martinez-Gonzélez et al., 2017b). Esta



degradacion involucra la accion de distintas enzimas hidroliticas y de proteinas que no
tienen actividad hidrolitica pero que debilitan la pared celular como las xiloglucano
endotransglicosilasas (XET) y las expansinas (EXP), entre otras (Li et al., 2009; Chen et
al., 2015; Dautt-Castro et al., 2015; Liu et al., 2016). Estas proteinas han sido
ampliamente estudiadas, mostrando marcados incrementos en su actividad, niveles de
MRNA y de proteina acompafiando al ablandamiento del fruto (Ali et al., 2004; Sane et
al., 2007; Mann et al., 2008). En el fruto de chirimoya existen reportes sobre la expresion
de genes relacionados con la pared celular (XET y EXP) (Shen et al., 2009; Li et al., 2009;
Liu et al., 2016), sin embargo, en guanabana no se han reportado este tipo de estudios.

Otro de los cambios mas importantes en el fruto de guandbana, es la acumulacion de
acidos organicos en el proceso de maduracion. En la familia de las anonaceas, como la
guanabana (A. muricata; Paull et al., 1983), la chirimoya (A. cherimola; Palma et al.,
1993; Gonzalez-Aguero et al., 2016) y el saramuyo (A. squamosa; Bolivar-Fernandez et
al., 2009) se han reportado aumentos en la ATT durante la maduracion. En el fruto de
guandbana, la ATT aumenta lentamente durante el proceso de crecimiento (Borrero et al.,
1995) y al inicio de la maduracion (Aziz y Yusof, 1994); a lo largo de la maduracién, el
aumento es mayor (Paull et al. ,1983; Lima et al., 2003a, 2003b). De todos los &cidos
encontrados, el &cido malico es el que mas se acumula durante la maduracion del fruto de
guandbana. Paull et al. (1983) identificaron un aumento de siete veces en el contenido de
este acido, mientras que el contenido de acido citrico solo se triplicd. Por lo tanto,
concluyeron que es el aumento de acido malico el que contribuye significativamente al
sabor acido del fruto. Ambos acidos mostraron el mayor pico de concentracién a 3y 4

dias después de la cosecha y después disminuyeron (Pareek et al., 2011).

Para poder explicar estos y otros cambios en frutos de guanabana, se han realizado
estudios a nivel bioquimico y fisicoquimico (Marquez Cardozo et al., 2012; Jiménez-
Zurita et al., 2017a) aunque a pesar de su importancia econdémica y agrondémica en la
region, se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares de su proceso de
maduracion. La principal limitante de los avances en la investigacion del proceso de
maduracion a nivel molecular es la falta de informacion gendmica, por lo que, se ha vuelto
necesario realizar estudios de expresion génica. Los estudios de expresion génica son
importantes porque constituyen una estrategia Gtil para el entendimiento, a nivel
molecular, de los patrones de expresion bajo una condicién determinada. El andlisis

global de la expresion génica en una célula o tejido es posible a través de la secuenciacién



masiva de RNA (RNA-Seq) (Wang et al., 2010; Garber et al., 2011; Egan et al., 2012;
Ward et al., 2012), que permite identificar los genes expresados diferencialmente durante
un proceso en especifico (Czechowski et al., 2005; Gonzalez-Aguero et al., 2013) sin un

genoma de referencia (Feng et al., 2012) como es el caso de la guandbana.

En este trabajo se contruyeron genotecas de cDNA de guanabana con el fin de que, en
una etapa posterior, se obtenga el transcriptoma de mesocarpio de guanabana para
estudiar el proceso de maduracion bajo dos temperaturas de almacenamiento por RNA-
Seq. Asimismo, se identifico la presencia de transcritos expresados diferencialmente
relacionados con el ablandamiento y la sintesis de acidos organicos y se cuantificaron sus
niveles de expresion por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), que es un método
ampliamente utilizado para las mediciones de expresion génica. Se evaluao la expresion
diferencial de tres genes de interés; uno relacionado con el ablandamiento (expansina,
EXP) y dos relacionados con el metabolismo de los &cidos malico y citrico [malato
deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-MH) y citrato sintasa mitocondrial (CSM),

respectivamente].

Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de este estudio fue correlacionar la
expresion de los genes de interés con los cambios fisicoquimicos que ocurren en el fruto
de guanabana durante la maduracion postcosecha. Para ello, se analiz6 el nivel de
expresion de los genes EXP, NAD-MH y CSM por gPCR. Los analisis moleculares
asociados al proceso de maduracion, asi como la evaluacion de la expresion génica
correlacionada con los andlisis fisicoquimicos permitieron aportar informacion
importante acerca de algunos de los cambios ocurridos durante la maduracion del fruto

de guanébana.

En el presente documento, los dos primeros capitulos son publicaciones realizadas como
articulos de revision de la bibliografia consultada para comprender el proceso de
maduracién de los frutos. Por ello el Capitulo | se refiere a los cambios bioquimicos,
fisioldgicos y sensoriales que ocurren en los frutos durante su maduracién y en el Capitulo
Il se describe el proceso de ablandamiento de los frutos, ademas del control

transcripcional de la maduracion.

En los Capitulos 111 y IV se describe la parte experimental del trabajo. En el Capitulo Il1
se presenta la informacidn que hasta el momento se tiene del analisis transcriptomico del
proceso de maduracion de guanabana por RNA-Seq utilizando la tecnologia de
secuenciacion de siguiente generacion (NGS, Next Generation Sequencing). Esto nos
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permitird un andlisis profundo del transcriptoma. En plantas, este tipo de andlisis de
expresion de su conjunto de genes ha contribuido al conocimiento en areas como el
desarrollo y la maduracion del fruto. Aunque ya se realizd la parte experimental de la

secuenciacion, los datos obtenidos alin estan siendo analizados.

El rapido ablandamiento del fruto de guanabana y el aumento en la acidez fueron los
procesos en los cuales enfocamos este trabajo. Por ello, el Capitulo IV se refiere al analisis
de expresion diferencial de genes relacionados con la maduracion del fruto de guandbana
por qPCR donde se evaluo la expresion de tres genes de interés, relacionados con el
ablandamiento (expansina, EXP) y con el metabolismo de los &cidos malico y citrico
[malato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-MH) y citrato sintasa mitocondrial
(CSM), respectivamente]. Las expansinas son proteinas de la pared celular que no
presentan actividad hidrolitica, sin embargo, se ha demostrado que influye en la estructura
de la celulosa/hemicelulosa (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995). Se ha mostrado que
estas proteinas se unen fuertemente a la celulosa, que estd cubierta de glucanos de la
matriz. EI mecanismo de accion propuesto involucra la ruptura de los puentes de
hidrogeno entre las microfibrillas de celulosa y los glucosidos entrecruzados, lo que

permite que la pared se relaje (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995).

Por otro lado, la enzima NAD-MH es la responsable de la sintesis del &cido malico a partir
de oxalacetato en el citoplasma de la célula, relacionandose asi con el aumento observado en
la del &cido malico (Famiani et al., 2015). Adicionalmente, la sintesis del &cido citrico ocurre
en la mitocondria via el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). Se ha propuesto que la
enzima citrato sintasa mitocondrial (CSM) cataliza el paso clave de la sintesis de citrato
(Gonzélez-Aglero et al., 2016). Aunque la actividad de CSM ha sido positivamente
correlacionada con la acumulacion de citrato en fresa y citricos (Sadka et al., 2001; lanetta
et al., 2004), en nuestro estudio la expresion de CSM no mostro diferencias significativas
durante la maduracion de los frutos, a diferencia de EXP y NAD-MH, que mostraron
aumento significativo en su expresion directamente relacionados con la disminucion de

la firmeza y el aumento en la acidez, respectivamente.



HIPOTESIS

El anélisis de expresion diferencial permitira identificar el efecto de la temperatura sobre
la expresion de genes vinculados con procesos caracteristicos de la maduracion

postcosecha en frutos de guandbana.
OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion diferencial de genes vinculados al proceso de maduracion en frutos

de guanédbana almacenados a diferentes temperaturas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar los parametros fisicoquimicos de frutos de guanabana en diferentes

estados de madurez almacenados a dos temperaturas.

2. Generar y secuenciar genotecas de cDNA de frutos de guanabana en diferentes

estados de madurez.

3. Evaluar los niveles de expresion génica de frutos de guandbana almacenados a

dos temperaturas por bioinformatica y/o qPCR.
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CAPITULO |
POSTCOSECHA DE FRUTOS MADURACION Y CAMBIOS BIOQUIMICOS

FRUIT POSTHARVEST: MATURATION AND BIOCHEMICAL CHANGES

Moénica Elizabeth Martinez-Gonzalez!, Rosendo Balois-Morales?”, Iran Alia-Tejacal’,
Moises Alberto Cortés-Cruz*, Yolotzin Apatzingan Palomino-Hermosillo?, Graciela
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Navyarit, México. (balois_uanayar@hotmail.com*, pasingan@gmail.com,
Iguzman2303@hotmail.com). 3Posgrado en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural,
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Nacional de Recursos Genéticos. INIFAP. Blvd. de la Biodiversidad No. 400. C.P. 47600.

Tepatitlan, Jalisco, México. (cortes.moises@inifap.gob.mx).
1.1. Resumen

La formacion de frutos carnosos involucra tres etapas: crecimiento, desarrollo y
maduracién. El objetivo de esta revision se enfoca en la recopilacion de la informacion
sobre investigaciones relevantes relacionadas con la maduracién de los frutos y los
cambios bioquimicos que ocurren durante el manejo postcosecha de éstos. Para realizar
esta busqueda de estudios se hizo uso de mdltiples bases de datos (Scielo, Redalyc,
Elsevier, Scopus, Wiley online library, Sciencedirect, Springer). La maduracion del fruto
es un importante proceso que activa a todo un conjunto de rutas bioquimicas que hacen
que éste sea atractivo y deseable para los consumidores. El estudio de la maduracion de
los frutos ha sido de gran interés en la investigacion ya que los cambios bioquimicos y
fisicoquimicos que ocurren durante esta etapa ocasionan grandes pérdidas econémicas.
Es importante tener conocimiento de los procesos, lo que permite que los investigadores

biotecnoldgos y fitomejoradores generan mas conocimiento o0 propongan materiales
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hortofruticolas sobresalientes, aplicacion de técnicas de manejo poscosecha mas efectivas

y aprovechables para disminuir las pérdidas postcosecha.

Palabras clave: postcosecha, maduracion, etileno, frutos climatéricos

1.2. Abstract

The making of fleshy fruits involves three stages: fruit set, fruit development, and fruit
ripening. The aim of this review is to compile information on relevant research related to
fruit maturation and the biochemical changes occurring during post-harvest management.
In order to find information multiple databases were used (Scielo, Redalyc, Elsevier,
Scopus, Wiley online library, Sciencedirect, Springer). The ripening of a fruit is an
important process that activates a whole set of biochemical pathways that make the fruit
attractive and desirable for consumers. The study of fruit ripening has been an area of
considerable research interest since the biochemical and physicochemical changes
occurring during this stage cause great economic losses. It is important to know about
these processes, that allow biotechnologists and plant breeders generate more knowledge
or to propose outstanding horticultural materials, application of more effective and
useable postharvest management techniques to reduce postharvest losses

Key words: postharvest, ripening, ethylene, climacteric fruits

1.3. Introduccion

El ablandamiento de los frutos es una serie de eventos genéticamente programados,
caracterizados por procesos bioquimicos y fisiologicos que alteran su firmeza, color,
sabor y textura (Nishiyama et al., 2007). Dado que la mayor parte de los atributos de
calidad son el resultado del proceso de maduracion, se ha considerado esencial
comprender los mecanismos regulatorios involucrados en esta etapa de desarrollo de los

frutos (Bouzayen et al., 2010).

Los frutos son productos altamente perecederos debido a su arquitectura celular y la
intensa actividad metabdlica (Dos Santos et al., 2015). Algunos procesos de deterioro
causan a los agricultores pérdidas de hasta el 40% del valor de la cosecha antes de que
lleguen al consumidor (Kitinoja et al., 2011). La aplicacion de las tecnologias apropiadas

para mantener la calidad depende del conocimiento de la estructura del fruto, la fisiologia
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y las transformaciones metabdlicas (Pech et al., 2013), por ello se han realizado estudios
con el fin de comprender mejor el 6rgano floral y el desarrollo del fruto (Bao et al., 2010;
Seymour et al., 2013), el papel de las hormonas y los genes relacionados con el desarrollo
y la maduracion (Alexander y Grierson, 2002; Cara y Giovannoni, 2008; Kumar et al.,
2014), asi como los desordenes fisiologicos (Pegoraro et al., 2010) y las alteraciones
epigenéticas asociadas a la maduracion (Manning et al., 2006; Zhong et al., 2013)
(tomado de Dos Santos et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion es recopilar la informacién mas relevante publicada
referente a los cambios que ocurren en los frutos durante la etapa postcosecha.

1.4. Maduracion fisiologica de los frutos

El desarrollo del fruto ocurre en tres etapas: crecimiento, desarrollo y maduracion,

seguidas por el ablandamiento y la senescencia (Alba et al., 2005).

El fruto comienza a desarrollarse poco tiempo después de la polinizacion y la fertilizacion
(O’ Neill, 1997) a traveés de la division celular, fendmeno que se presenta en las primeras
etapas del desarrollo (Dos Santos et al., 2015). Después de este periodo, el crecimiento
ocurre debido al aumento de tamafio de la célula al aparecer las vacuolas. Esta etapa se
caracteriza por el crecimiento y alargamiento del fruto, seguida por una fase de
maduracion, donde el ndmero de células se mantiene relativamente constante,
observandose un aumento en el tamafio de las mismas (Dos Santos et al., 2015). Esta
expansién aumenta en la maduracion, etapa donde el fruto es capaz de madurar aun

adherido a la planta.

Dentro de las etapas mencionadas, ocurren varios pasos que se llevan a cabo entre el
inicio del desarrollo del fruto y su senescencia (Figura 1.1). La madurez fisioldgica ocurre
antes del desarrollo completo del fruto que después de cosechado debe sobrevivir con sus
propios sustratos acumulados (Dos Santos et al., 2015). Este es un paso intermedio entre
el fin del crecimiento y el inicio de la senescencia (Dos Santos et al., 2015). Las
actividades bioquimicas y fisiologicas involucradas en el ablandamiento, como cambios
en la firmeza y en la velocidad de respiracion, entre otros; son irreversibles una vez
iniciadas (Omboki et al., 2015). Solo pueden retrasarse o disminuir su velocidad con la

aplicacion externa de ciertos procedimientos (Omboki et al., 2015).
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Ademas, desde el desarrollo y hasta la maduracion, varios genes estan involucrados y

entre estos se encuentran los factores de transcripcion (TFs) que tienen gran importancia

en la modulacion de la expresion de varios genes y procesos metabodlicos (O Neill 1997;

Giovannoni, 2001).

Desarrollo

== [niciacion

—— Muerte

Crecimiento
l

IVISion celuiar Aumento de tamano de
Div lul A
la célula Maduracion I

Madurez fisiologica |

=
| Madurez de |
consumo
| Ablandamiento |

1 Senescencia |

Figura 1.1. Etapas entre la formacidn del fruto y la senescencia (Watada et al.,

1984; Dos Santos et al., 2015).

1.5. El proceso de maduracion, cambios bioquimicos y sensoriales

En las etapas finales del crecimiento y el desarrollo, ocurre el proceso de maduracién en

dos pasos: la madurez fisioldgica, es cuando el fruto alcanza su maximo tamafio y el

mayor vigor de las semillas; y segundo, la madurez de consumo, aqui los cambios del

fruto incluyen 1) la modificacion del color a través de la alteracion en el contenido de

clorofilas, carotenoides y la acumulacion de los flavonoides; 2) la modificacion de la

textura via alteracion del turgor celular y de la estructura de la pared celular y por el

metabolismo; 3) la modificacion de azucares, acidos organicos y compuestos volatiles

que afectan la calidad nutricional, el sabor y el aroma del fruto; y 4) aumento en la

susceptibilidad al ataque de patdgenos oportunistas que estan asociados a la pérdida de
integridad de la pared celular (Giovannoni, 2004; Seymour et al., 2013; Dos Santos et al.,

2015). A continuacion, se describen estos fendmenos mas a detalle:
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1.5.1. Modificacion del color

Los pigmentos son esenciales para que los frutos sean atractivos, se acumulan
comunmente en la cuticula durante el proceso de maduracion, aunque muchos frutos
climatéricos también acumulan pigmentos en el tejido de la pulpa durante la maduracion
postcosecha, a diferencia de los frutos no climatéricos (Bouzayen et al., 2010). Los
pigmentos mas importantes son los carotenoides y las antocianinas (Bartley y Scolnik,
1995). Ademas de su papel en la pigmentacion, son importantes para la salud humana
como fuentes de vitamina A y compuestos antioxidantes, respectivamente (Bartley y
Scolnik, 1995). Los carotenoides comprenden a los carotenos, como el licopeno, el -
caroteno y las xantofilas que incluyen a la luteina (Bouzayen et al., 2010). Las
antocianinas pertenecen a la subclase flavonoide de los compuestos fenolicos (He y
Giusti, 2010). En la uva (Vitis vinifera), donde las antocianinas son cruciales para la
calidad del vino, se ha demostrado que el etileno estimula la coloracidon de la baya, por lo
que se concluye que esta hormona esta involucrada en la regulacion de los genes de la
biosintesis de antocianinas (El-Kereamy et al., 2003; Bouzayen et al., 2010). Es sabido
que las condiciones ambientales y el manejo de la huerta, donde se incluyen el riego, la
poda y la fertilizacién impactan fuertemente en la coloracién de los frutos (Bouzayen et
al., 2010). Estudios han demostrado que existe una correlacion positiva entre la sintesis
de antocianinas y la intensidad de la luz solar en diversos frutos como la manzana (Malus
domestica) (Ju et al., 1999), la uva (Vitis vinifera) (Dokoozlian y Kliewer, 1996;
Bergquvist et al., 2001; Spayd et al., 2002), el durazno (Prunus persica) (Jia et al., 2005),
la fresa (Fragaria ananassa) (Da Silva et al., 2007) y el litchi (Litchi chinensis) (Tyas et
al., 1998). En estos casos, la luz del sol aumenta la sintesis de antocianinas (de Pascual-
Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008). Los cambios de temperatura también juegan un papel
importante, se ha observado que ambientes con temperaturas bajas favorecen la
acumulacion de antocianinas, mientras que climas calidos disminuyen la sintesis de estos
compuestos (Leng et al., 2000; Li et al., 2004; Mori et al., 2005).

Las deficiencias en nutrientes, especialmente fésforo (P) y nitrogeno (N) inducen la
acumulacion de antocianinas en diferentes especies (Hodges y Niozillo, 1995; de Pascual-
Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008). En tomate (Solanum lycopersicum), ademas de
aumentar el contenido de flavonoides, el estrés por N también produce efectos en la
expresion diferencial de genes que codifican enzimas para la biosintesis de antocianinas

(Bongue- Bartelsman y Phillips, 1995). En contraste, se ha reportado que altos niveles de
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N aplicado a arboles de durazno (Prunus persica) y nectarina (Prunus persica var.
nucipersica) afectan negativamente la calidad del fruto, ya que la madurez se retrasa, el
porcentaje de coloracion roja disminuye y el tamario del fruto no aumenta en comparacion
con los frutos tratados con niveles 6ptimos de N (Daane et al., 1995). Se observaron
resultados similares en aronia negra (Aronia melanocarpa cv. Viking) al utilizar un

fertilizante con combinacion de N, P y potasio (K) (Jeppsson, 2000).
1.5.2. Modificacion de la textura

Uno de los principales factores asociado con el deterioro postcosecha de los frutos es la
velocidad de ablandamiento, que provoca una vida de anaquel mas corta, reduciendo los
tiempos de transporte y distribucion y aumenta las pérdidas postcosecha (Bapat et al.,
2010). El ablandamiento de los frutos es causado por el efecto acumulativo de una serie
de modificaciones que ocurren en las redes de polimeros que constituyen la pared celular
primaria. El ablandamiento del fruto es un proceso complejo que involucra tres pasos
subsecuentes: 1) relajacion de la pared celular mediada por expansinas; 2)
despolimerizacion de hemicelulosas; y 3) despolimerizacién de poliurénidos por la
poligalacturonasa u otras enzimas hidroliticas (Brummell et al., 1999; Payasi et al., 2009);
lo cual contribuye a una pérdida de firmeza y cambios en calidad de la textura (Brummell
y Harpster, 2001). Las modificaciones en los polimeros de la pared celular durante el
ablandamiento son complicadas y se considera que involucran una accién coordinada e
interdependiente de un rango de enzimas y proteinas modificadoras de la pared celular
tales como la poligalacturonasa (PG, EC 3.2.1.15), pectinmetilesterasa (PME, EC
3.1.1.11), B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) xiloglucano endotransglicosilasa (XET, EC
2.4.1.207) y expansinas (Brummell y Harpster, 2001; Payasi et al., 2009).

1.5.3. Modificacion del aroma

El aroma es una mezcla compleja de un amplio rango de compuestos. Los compuestos
volatiles del aroma contribuyen decisivamente a la calidad sensorial de los frutos
(Bouzayen et al., 2010). En afios recientes, los esfuerzos en la investigacion se han
dirigido hacia el aislamiento de genes relacionados a los compuestos volatiles en frutas
(Aharoni et al., 2000; Yahyaoui et al., 2002; Beekwilder et al., 2004; EI-Sharkawy et al.,
2004; Pech et al., 2008). Las clases mas importantes de compuestos que confieren olor
son los monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos derivados de lipidos, azlcares y
aminoéacidos. Se sabe que el etileno controla la velocidad de maduracion, la duracion de
la vida de anaquel y la mayoria de los eventos de maduracion en frutos climatéricos
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(Bouzayen et al., 2010). También se ha demostrado que el etileno tiene un papel clave en
la regulacion de genes involucrados en la produccion de compuestos volatiles en
multiples especies frutales a través del uso de mutantes en tomate, lineas transgénicas de
RNA antisentido en manzana y otros inhibidores de receptores de etileno (en manzana,
Schaffer et al., 2007; en tomate, Kovacs et al., 2009 y Gapper et al., 2013). Por lo tanto,
se ha observado que los genotipos generados para tener una vida de anaquel extendida,
han resultado en una severa pérdida de sabor y olor, ya que muchos genes de la biosintesis
del aroma son regulados por el etileno (El- Sharkawy et al., 2004; Manriquez et al., 2006).
Dandekari et al. (2004), reportaron una regulacion diferencial de etileno con respecto a
los componentes de la calidad de la fruta en manzana. Se ha reportado que existe una
correlacion directa entre el etileno y la produccion del aroma durante la maduracion del
fruto de manzana (Wang et al., 2007). Asimismo, Schaffer et al. (2007), identificaron 17
genes candidatos que era probable que fueran puntos de control de etileno con respecto a
la produccién del aroma en manzana, aunque solo ciertos puntos en las rutas de la
biosintesis del aroma eran regulados por el etileno. Es decir, el primer paso en algunas
rutas y los dltimos pasos de todas las rutas biosintéticas contenian enzimas reguladas por
etileno. Con estos hallazgos concluyeron que los pasos tanto inicial como final de las
rutas biosintéticas son puntos importantes de regulacion transcripcional para la
produccion del aroma en manzana. Un reto importante para el futuro sera desunir la
regulacion por disminucion de etileno de la inhibicion de la produccion de compuestos

volatiles (Bouzayen et al., 2010).

Al final de la etapa de madurez de consumo, ocurren algunos cambios fisioldgicos
relacionados con la senescencia que llevan al deterioro de la membrana y a la muerte
celular. En este aspecto, la madurez de consumo puede ser considerada como el primer
paso de un proceso de muerte celular programada (Bouzayen et al., 2010). Durante la
senescencia la sintesis de carbohidratos cesa y tiene lugar la degradacion de las proteinas,
clorofilas, lipidos y &cidos nucleicos, que requiere la sintesis de enzimas hidroliticas, asi

como la sintesis de carotenoides y de compuestos antioxidantes (Gapper et al., 2013).

Dichas enzimas son sintetizadas a partir de la activacion de genes que las codifican; asi
como también, todos los cambios bioquimicos y fisiol6gicos que tienen lugar durante esta
etapa son promovidos por la expresion coordinada de genes relacionados con la
maduracion del fruto (Bouzayen et al., 2010). También codifican para proteinas

reguladoras que participan en las rutas de sefializacidn y en la maquinaria transcripcional
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que regula la expresion de genes y genera el programa de desarrollo de la maduracion
(Bouzayen et al., 2010). El conjunto de genes que controlan la firmeza, el sabor, el color
y el aroma del fruto estan regulados por un diferente conjunto especifico de genes que a
su vez pueden ser regulados ya sea por uno solo o por un conjunto de factores de
transcripcion (Nath et al., 2007).

1.6. Actividad respiratoria

Los frutos son definidos fisiolégicamente con base a la presencia (climatéricos) o
ausencia (no climatéricos) de un aumento en la respiracion y en la sintesis de etileno al

comienzo de la madurez de consumo (Leliévre et al., 1997).

Los frutos climatéricos son aquellos que pueden madurar no sélo adheridos a la planta,
sino también después de la cosecha, cuando son cortados en la etapa pre climatérica, como
el tomate (Solanum lycopersicum), la manzana (Malus domestica) y el platano (Musa
spp.), este tipo de frutos alcanza mas pronto la senescencia (Fernandez-Trujillo et al.,
2007; Obando-Ulloa et al., 2008) en vista de que la respiracion esta acompafiada por un
aumento similar en los niveles de etileno, que coordina y sincroniza el proceso de
maduracion (Omboki et al., 2015).

Por otro lado, los frutos no climatéricos como la fresa (Fragaria spp.), la uva (Vitis
vinifera L.) y los citricos, solo alcanzan la maduracion cuando aun estan unidos a la
planta, ya que no presentan un aumento en la respiraciéon y en la produccion de etileno
después de la cosecha (Biale, 1964; Given et al., 1988; Chervin et al., 2004). Los frutos
no climatéricos no desarrollan los patrones climatéricos que incluyen el aumento en la
respiracion, biosintesis de etileno y respuesta autocatalitica al etileno, pero muestran
algunas respuestas tipicas al etileno como desverdizado (cambios en la coloracion de
verde a amarillo o anaranjado y ablandamiento (sintesis de enzimas que degradan la pared
celular), entre otros (Dos Santos et al., 2015). Es decir, se llevan a cabo los mismos
cambios bioguimicos en el color, textura, sabor y olor del fruto. Esto sugiere que los genes
involucrados son los mismos que estan expresados diferencialmente debido a la evolucion

que sus reguladores han sido conservados via procesos evolutivos (Omboki et al., 2015).

Los frutos climatéricos sufren un deterioro masivo durante el manejo postcosecha, lo que
se traduce en pérdidas econdémicas significativas (Bapat et al., 2010). El proceso de la
maduracién involucra aspectos tales como la regulacion del control metabolico, la

comunicacion entre organelos, los reguladores de crecimiento y la expresion genética
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(Alexander y Grierson, 2002). Diversos estudios genéticos han sugerido que el proceso
de la maduracion esta programado en la célula y que requiere de la expresion diferencial
de genes, lo que resulta en la transcripcion de mRNA especificos y en la sintesis de

proteinas de novo (Lincoln y Fischer, 1988; Darley et al., 2001).

En este sentido, se han utilizado técnicas de biologia molecular dirigidas al aislamiento,
reconocimiento y expresion de los genes de las principales enzimas que actdan durante el
ablandamiento que se presenta en la maduracién de los frutos (Brummell y Harpster,
2001); sin embargo, las diferencias moleculares que hay entre la maduracion climatérica
y no climatérica aun son poco conocidas (Giovannoni, 2004).

Aunque el papel especifico de la respiracion climatérica en la maduracion del fruto adn
no estéa claro, la incorporacion del etileno como coordinador de la maduracion de especies
climatéricas probablemente sirva para facilitar la maduracion rapida y coordinada
(Giovannoni, 2004).

1.7. El etileno

El crecimiento y desarrollo del futo son controlados por la produccion de hormonas, las
cuales son susceptibles a los cambios ambientales (McClellan y Chang, 2008). Entre estas
hormonas se encuentra el etileno, que controla muchos procesos en las plantas superiores,
como la senescencia de los érganos, respuesta al estrés, la germinacién de la semilla
(Owino et al., 2006; Zhu y Zhou; 2007; Jiang et al., 2011; Oms-Oliu et al., 2011; Zheng
et al., 2013), la cicatrizacion de heridas (Capitani et al., 1999), ademéas de las
interacciones con otras hormonas e iones metalicos (Cervantes, 2002). Asimismo, ha sido
identificado como la principal hormona que inicia y controla el proceso de maduracion
del fruto (Abeles et al., 1992; Lara y Vendrell, 2003; Owino et al., 2006; McClellan y
Chang, 2008; Pech et al., 2008; Asif et al., 2009; Wang et al., 2009; Bapat et al., 2010;
Iguarén y Alzate, 2014). En resumen, la presencia del etileno inicia la maduracion y la

completa en varias etapas (Omboki et al., 2015).

En frutos carnosos, se ha intentado disminuir la biosintesis del etileno durante la
maduracion para retardar el deterioro en postcosecha (Bapat et al., 2010) puesto que una
vez que la maduracion ha sido iniciada, el proceso es incontrolable (Jiang et al., 2011).
La mayor parte de los procedimientos utilizados para limitar la biosintesis de etileno se

enfocan en el aumento o disminucion de la temperatura y la modificacion de la atmésfera
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en la que se conservan los frutos (Lara y Vendrell, 2003; Zhu y Zhou, 2007; Asif et al.,
2009).

1.8. Biosintesis de etileno

El etileno se produce en la mayoria de los tejidos de plantas (Oms-Oliu et al., 2011). En

los frutos existen dos sistemas distintivos de biosintesis.

El sistema 1 corresponde a una baja produccién de etileno en el periodo pre-climatérico
de los frutos climatéricos y estd presente a lo largo del desarrollo de frutos no
climatéricos. El sistema 2 se refiere a una produccion de etileno autorregulatoria llamada
“sintesis autocatalitica”, y es especifica para frutos climatéricos (Bapat et al., 2010). Es
decir, que en el inicio de la maduracion, los frutos climatéricos presentan un punto
maximo de respiracion, seguido por una explosion en la produccion de etileno, mientras
que, en los frutos no climatéricos, la maduracién es independiente del etileno, el cual esta
presente solo a un nivel basal (Asif et al., 2009). Ademas, la explosion climatérica de la
produccion de etileno estimula los genes responsables de la biosintesis del etileno (Lara
y Vendrell, 2003).

La ruta biosintética del etileno (Fig.1. 2) esta bien establecida (Yang y Hoffman, 1984).
Esta hormona de la maduracion inicia con la conversion de metionina a S-adenosil- L-
metionina (SAM) y acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Kende, 1993). Dos
enzimas clave estan involucradas en la ruta biosintética, la ACC sintasa (ACS), que
convierte a SAM en ACC, y la ACC oxidasa (ACO) que convierte a ACC en etileno
(Kende, 1993) y se han identificado y caracterizado los genes correspondientes que las
codifican (Sato y Theologis, 1989; Hamilton et al., 1990, 1991). Los perfiles de expresion
y mecanismos de regulacion de los genes de ACS y ACO en frutos han sido investigados
en plantas (Liu et al., 2015).

En tomate se ha reportado que tanto ACS como ACO son codificadas por una familia de
multigenes de cinco y nueve miembros, respectivamente, con expresion regulada
diferencialmente durante el desarrollo y la madurez del fruto (Bapat et al., 2010;
Bouzayen et al., 2010). Asimismo, los genes de ACS y ACO han sido utilizados como
blanco para suprimir la produccion de etileno y retardar la maduracion y la senescencia
de los frutos en otras especies como meldn (Cucumis melo var. cantalupensis; Ayub et
al., 1996), manzana (Wang et al., 2009) y en frutos de mora (Morus atropurpurea cv.
Jialing; Liu et al., 2015).
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Figura 1.2. Principales pasos en la biosintesis de etileno.

1.9. Control quimico de la respuesta al etileno

Un inhibidor de etileno, un compuesto llamado 1-metilcilopropeno (1-MCP), ha probado
ser un antagonista potente de la accién del etileno y ahora es usado como una herramienta
de investigacion para poder llegar a un mejor entendimiento de los procesos reguladores
de etileno y para la extensién de la vida de anaquel de frutas y vegetales (Blankenship y
Dole, 2003). Se ha observado un amplio rango de efectos que varian entre especies e
incluso entre cultivares (Watkins, 2006). Parece ser que este compuesto tiene limitantes
en muchas especies, pero su mayor éxito ha sido prolongar la vida de anaquel de los frutos

de manzana, lo que llevado a que sea ampliamente utilizado en la industria.

El 1-MCP se aplica mejor después de que la maduracion ha iniciado. La aplicacion
preclimatérica resulta en una severa inhibicion de la maduracion que puede ser
probleméatica para recuperarse (Omboki et al., 2015). Se determiné que la actividad del
1-MCP esta influenciada por los niveles internos de etileno (Zhengke et al., 2009). Este
es un descubrimiento importante que puede ser explotado para el cultivo horticola a escala

industrial o comercial (Omboki et al., 2015).
1.10. Conclusiones

Hay un notable progreso en el estudio de los mecanismos de la maduracion de los frutos,

pero un gran nimero de preguntas alin permanecen sin respuesta.

El etileno juega un papel determinante en el proceso de maduracion y su relacion con los
diferentes procesos que ocurren en esta etapa en los frutos climatéricos, pero ain quedaria
por abordar la funcion de otras hormonas y la forma en la que acttan junto con el etileno.
Asimismo, otro tema sobre el que se requiere mas informacién, es el mecanismo por el

cual el etileno selecciona genes especificos de regulacion de la maduracion.

Por otro lado, aunque en frutos no climatéricos hay informacion acerca de los mecanismos
que regulan el proceso de maduracion, existe interés en el tema y se realizan estudios que

estan generando informacion valiosa.

22



Como resultado de esta busqueda exhaustiva de informacién relacionada con los cambios
bioquimicos en la maduracion de los frutos durante su manejo poscosecha, se permite una
actualizacion de lo que se hace en investigacion sobre el tema, cuya informacion servira
para que los investigadores biotecndlogos y fitomejoradores generen conocimiento o
propongan materiales vegetales sobresalientes con una técnica de manejo postcosecha
mas efectiva y aplicable, lo que impactaria en la economia de paises cuya principal

actividad es la agricultura.
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CAPITULO 11
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2.1. Resumen

El proceso de formacion de un fruto requiere una serie compleja de interaccion de genes
y rutas de sefializacion para la conversion de un ovario de la flor en un fruto. En frutos
carnosos involucra el crecimiento, el desarrollo y la maduracion del fruto. El objetivo de
esta revision se enfoca en la recopilacion de la informacion sobre investigaciones
relevantes relacionadas con la maduracion, ablandamiento y regulacion transcripcional

de los frutos durante el manejo postcosecha de éstos. Para realizar esta busqueda de
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estudios se hizo uso de multiples bases de datos (Scielo, Redalyc, Elsevier, Scopus, Wiley
Online Library, ScienceDirect, Springer). La importancia de la maduracion de los frutos
y su analisis a nivel molecular ha sido de gran interés en la investigacion, ya que es un
proceso fisioldgico y bioguimico complejo que conduce a cambios en la apariencia, la
textura, el sabor y el aroma. Los factores de transcripcién han mostrado tener una gran
importancia, no solo durante el desarrollo temprano, sino también en el control
regulatorio de la maduracidon y la senescencia; aungue hay avances en la identificacion de
estos reguladores, alin queda mucho por investigar. En un futuro proximo, sera posible
controlar la maduracion de los frutos y alargar su vida de anaquel manipulando la

produccion de etileno utilizando un enfoque transgénico.

Palabras clave: postcosecha, ablandamiento, maduracion, etileno, control

transcripcional, regulacién génica

2.2. Abstract

The process of fruit formation requires a complex series of gene interaction and signaling
pathways for the developing of an ovary from a flower into a fruit. In fleshy fruits involves
the growth, development and maturation of the fruit. The aim of this review is to compile
the information on relevant research related to the ripening, softening and transcriptional
regulation of fruits during postharvest management. In order to find information multiple
databases were used (Scielo, Redalyc, Elsevier, Scopus, Wiley Online Library,

ScienceDirect, Springer).

The importance of fruit maturation and its analysis at molecular level has been of great
interest in research, as it is a complex physiological and biochemical process leading to
changes in appearance, texture, taste, and aroma. Transcription factors have been shown
to be of great importance, not only during early development, but also in the regulatory
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control of maturation and senescence; although there is progress identifying these
regulators, much remains to be investigated. In the near future, it will be possible to
control the maturation of fruits and extend their shelf life by manipulating ethylene

production using a transgenic approach.

Key words: postharvest, softening, ripening, ethylene, transcriptional control, genetic

regulation

2.3. Introduccién

Las semillas representan el germoplasma de la planta, por lo que la estrategia para su
dispersion es fundamental para asegurar la supervivencia de la siguiente generacion. Los
frutos han desarrollado mecanismos complejos para maximizar la eficacia de este proceso
(Karlova et al., 2014). Desde un punto de vista ecoldgico, los frutos que inmaduros
representan un érgano que debe ser protegido, por lo que no debe ser atractivo y su color
verde le permite camuflajearse con las hojas (Igbal et al, 2017). La maduracion es un
evento coordinado de diferentes rutas bioquimicas reguladas por el etileno que produce
cambios en el tejido que rodea a las semillas, volviendo al fruto mas atractivo y asi ayudar
a la dispersion de las mismas. Estos cambios afectan el color, el olor, la textura y el
contenido de azucares, lo que ha sido explotado por los seres humanos para la

domesticacion de los cultivos (Klee y Giovannoni, 2011; Seymour et al, 2013).

Por ello, se han realizado estudios para una mejor comprension del érgano floral el
desarrollo del fruto (Bao et al., 2010; Seymour et al., 2013) el papel de las hormonas y
los genes relacionados con el desarrollo y la maduracion de los frutos (Alexander y
Grierson, 2002; Cara y Giovannoni, 2008; Kumar et al., 2014), asi como los desordenes
fisiologicos (Pegoraro et al.,, 2010) y las alteraciones epigenéticas asociadas a la

maduracion (Manning et al., 2006; Zhong et al., 2013).

En este sentido, la biologia molecular ha contribuido significativamente a elucidar como
ocurren el crecimiento y el desarrollo del fruto (Gapper et al., 2013; McAtee et al., 2013;
Pech et al., 2013; Seymour et al., 2013; Gapper et al., 2014; Kumar et al., 2014; Dos
Santos et al., 2015).
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Estudios realizados por Bouzayen et al., (2010) revelaron a través de herramientas
gendémicas y post-genomicas avanzadas, los mecanismos por los cuales la calidad
nutricional y sensorial se desarrollan durante las etapas de madurez fisioldgica y de

consumo del fruto utilizando.

Uno de los fendmenos mas estudiados es el ablandamiento de los frutos, que es una serie
de eventos genéticamente programados, caracterizados por procesos bioquimicos y
fisioldgicos que alteran su firmeza, color, sabor y textura (Nishiyama et al., 2007). Dado
que la mayor parte de los atributos de calidad se generan durante el proceso de
maduracion, se ha considerado esencial el comprender mejor los mecanismos
involucrados en esta Ultima etapa de desarrollo (Bouzayen et al., 2010). El objetivo de
esta revision se enfoca en la recopilacion de la informacion sobre investigaciones
relevantes relacionadas con la maduracion, ablandamiento y regulacion transcripcional

de los frutos durante el manejo postcosecha de éstos.

2.4. Biosintesis de etileno y clasificacion de frutos

Los frutos pueden clasificarse como climatéricos y no climatéricos en funcion de su
patron de aumento en la produccion de etileno y bioxido de carbono durante la
maduracion, aungue existen variaciones importantes en la sincronia y tasa de incremento,
técnicamente representa una categorizacion muy util para el manejo de la cosecha y
manejo postcosecha de los frutos (Leliévre et al., 1997). Aquellos que presentan un
climaterio respiratorio y un aumento en la produccion de etileno, se conocen como frutos
climatéricos e incluyen a frutos como el tomate, platano, manzana, pera, mango y papaya
(Omboki et al., 2015). En contraste, en frutos no climatéricos como la fresa, uva y los
citricos, el aumento en la respiracion no manifiesta un climax y la produccion de etileno

es baja o ausente (Dos Santos et al., 2015).

Los principales pasos en la biosintesis de etileno (Fig. 2.1) involucran la conversion de
S-adenosilmetionina (SAM) a acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por la
ACC sintasa (ACS) y luego por la ACC oxidasa (ACO) a etileno (Alexander y Grierson,
2002). En el tejido de frutos climatéricos, la biosintesis de etileno inicia a un nivel bajo
durante el desarrollo (Sistema 1), pero al inicio de la maduracion se vuelve autoctalitico

(Sistema 2) (Karlova et al, 2014), debido a que la presencia de etileno activa la
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accion del gen que codifica a la enzima ACO que convierte el ACC a etileno (Liu

et al., 2015).

Acido 1-
aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC)

S-adenosilmetionina
(SAM)

ACC

smtasa

ACC

oxidasa

Etileno

Figura 2.1. Principales pasos en la biosintesis de etileno.

Diversos estudios genéticos han sugerido que el proceso de la maduracion esta
programado en la célulay que requiere de la expresion diferencial de genes, lo que resulta
en la transcripcion de ARNm especificos y en la sintesis de proteinas de novo (Lincoln y
Fischer, 1988; Darley et al., 2001).

En este sentido, una tendencia en las investigaciones ha sido el uso de técnicas de biologia
molecular, dirigidas al aislamiento, reconocimiento y expresion de los genes de las
principales enzimas que actuan durante el ablandamiento ocurrido en la maduracion de
los frutos (Brummell y Harpster, 2001). Sin embargo, las diferencias moleculares entre
la maduracion climatérica y la no climatérica ain son poco conocidas, por lo que se ha
propuesto que el etileno juega un papel como coordinador de la maduracion en especies

climatéricas para facilitar la maduracion rapida y coordinada (Giovannoni, 2004).

2.5. Regulacién molecular de la biosintesis de etileno

La comprension del modo de accidn del etileno ha progresado con la identificacion y el
uso de factores de transcripcion capaces de unirse a la region promotora de genes
relacionados a la biosintesis y accion del etileno, como los reguladores transcripcionales
que pertenecen al tipo APETALA2 (AP2)/ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF)
(Klee y Giovannoni, 2011; Pech, et al., 2012; Grierson, 2013; Pech et al., 2013).

Anteriormente, las bases moleculares de la sintesis y regulacion del etileno fueron un
punto focal del analisis de la maduracion. Sin embargo, en estudios mas recientes se ha

hecho énfasis en la caracterizacion de la transduccion de sefiales del etileno (Giovannoni,
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2004). No obstante, el etileno por si mismo no es suficiente para la maduracion y para
que haya una respuesta al etileno debe existir un desarrollo adecuado (Leliévre et al.,
1997; Giovannoni, 2001). Por consecuencia, los frutos inmaduros normalmente no
maduran en respuesta a la aplicacién de etileno exdgeno. Bauchot et al., (1998)
observaron que en melones transgénicos con sintesis de etileno silenciada, algunos
aspectos de la maduracién climatérica, como la produccion de los compuestos volatiles
de aroma, son regulados por factores del desarrollo que deben ser coordinados

adecuadamente con la sintesis de etileno.

Se han identificado al menos seis diferentes receptores de etileno putativos en el genoma
del tomate, LeETR1, LeETR2 (Zhou et al., 1996; Lashbrook et al.,1998), NR (Wilkinson
et al., 1995; Payton et al., 1996), LeERT4, LeETRS5 (Tieman y Klee, 1999), y LeETR6
(Ciardi y Klee, 2001), los cuales se expresan diferencialmente en varios tejidos como
hojas, semillas y flor (Alexander y Grierson, 2002).

Los transcritos que codifican para dos receptores de etileno (NR Y LeTR4) se acumulan
en altos niveles en frutos de tomate que estdn madurando, lo que sugiere que estos dos
receptores podrian funcionar en la maduracién inducida con etileno (Wilkinson et al.,
1995; Yen et al., 1995; Alba et al., 2005).

Alba et al. (2005) demostraron que el etileno regula la bioguimica, la morfologia, y la
actividad transcriptomica en todo el desarrollo del fruto. La comparacion de los patrones
de expresion de genes que codifican enzimas en rutas de desarrollo del fruto a los
productos medidos de dichas rutas (etileno, carotenoides y ascorbato) sugieren nuevos
puntos reguladores del desarrollo del fruto influenciados por el etileno.

La actividad de la enzima ACC sintasa se ve afectada por la fosforilacion de proteinas.
Esta evidencia refuerza la idea de que la sintesis de etileno esta regulada desde la
transcripcion hasta su actividad (Argueso et al., 2007); por ejemplo, los perfiles
contrastantes de los genes E4 y E8. La transcripcion del gen E4 es estimulada tanto por
el sistema 1 como por el sistema 2 de biosintesis de etileno. Mientras que la transcripcion
del gen E8 es inducido sélo en frutos maduros; es decir, por el sistema 2, un fuerte
indicador de que ambos son regulados en el desarrollo y son especificos para ciertos
tejidos (Omboki et al., 2015).

Muchos genes estan involucrados en la biosintesis de etileno, pero los genes que codifican
las enzimas ACO y ACS son los mas caracterizados (Liu et al., 2015). Barry et al. (2000)
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reportaron gque nueve genes codifican a la enzima ACS, LeACS1A, LeACS1AB y
LeACS2 a 8, de los cuales 4 se expresan durante la maduracion del fruto: LeACS1A,
LeACS2, LeACS4 y LeACS6. LeACS6 es el principal gen de ACS involucrado en la
sintesis de etileno en frutos verdes, aunque LeACS1A también se expresé en los mismos
tejidos (plantulas de tomate de 10 dias). La expresion de LeACS1y LeACS4 es inducida
durante el paso a la maduracion que depende del factor de transcripcion RIN-MADS
(Vrebalov et al., 2002). Por otro lado, la enzima ACO es codificada por cinco genes en
tomate donde tres de ellos, LeACO1, 3 y 4 se expresan diferencialmente (Van-der-
Hoeven et al., 2002). Los niveles de LeACOL1 y 4 aumentan de forma masiva en la etapa
verde inmadura de un fruto y son altamente expresados durante la maduracién
climatérica, mientas que sus niveles se mantuvieron durante el periodo de maduracion
(Omboki, et al, 2015), mientras que la expresion de LeACO3 es altamente dependiende
de etileno (Llop-Tous et al., 2000). Los genes que codifican a ACO y ACS también se
han caracterizado en durazno (Tatsuki et al., 2006), melon (Yamamoto et al., 1995) y
manzana (Dandekari et al, 2004; Omboki et al., 2015).

En fresa, un fruto modelo de maduracion no climatérica, se ha encontrado que la
concentracion de etileno es relativamente alta en frutos verdes, disminuye en frutos
blancos y finalmente aumenta de nuevo en la etapa roja de la maduracién (Perkins-Veazie
et al., 1996; lannetta et al., 2006). Ademas, éste Gltimo aumento estd acompafiado por
una mayor tasa de respiracion que se asemeja a la que se produce en frutos climatéricos

al inicio de la maduracion (lannetta et al., 2006).

Evidencia reciente de la regulacién de los genes MADS-box de la maduracion, tanto en
tomate (climatérico) como en fresa (no climatérico), sugiere mecanismos reguladores
comunes operando en ambas especies, climatéricas y no climatéricas (Vrebalov et al.,
2002).

2.6. Control transcripcional de la maduracion

El estudio de la regulacion transcripcional del desarrollo temprano de frutos carnosos en
especies distintas al tomate se ve obstaculizado por la falta de o dificultad de los
protocolos de transformacion para los estudios funcionales y/o la falta de mutantes

disponibles. Por tanto, la informacion sobre la funcion génica de estas especies es a
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menudo incompleta y se deriva de estudios de expresion o de expresion heterdloga en

otras especies (Karlova et al., 2014).

Recientemente, se ha hecho un avance significativo en la comprension del control
transcripcional de la maduracién utilizando al tomate (Solanum lycopersicum) como
sistema modelo. Los factores de transcripcion RIPENING-INHIBITOR (RIN) (Vrebalov
et al., 2002), NONRIPENING (NOR) (Giovannoni, 2007) y COLORLESS
NONRIPENING (CNR) (Manning et al., 2006) funcionan como reguladores globales de
la maduracion y actian de forma contraria al etileno, mientras que factores de
transcripcion adicionales que son requeridos para una maduracion normal incluyen
TOMATO AGAMOUS-LIKE1 (TAGL1) (ltkin et al., 2009; Vrebalov et al., 2009), HD-
ZIP HOMEOBOX PROTEIN-1 (HB-1) (Lin et al., 2008), APETALAZ2a (AP2a) (Chung
etal., 2010; Karlova et al., 2011) , ETHYLENE RESPONSE FACTORG6 (ERF6) (Lee et
al., 2012), ARABIDOPSIS PSEUDO RESPONSE REGULATOR2-LIKE (APRR2-
Like) (Pan et al., 2013) y FRUITFULL (TDR4/FUL1 y MBP7/FUL2) (Bemer et al.,
2012).

La mayoria de los reguladores transcripcionales positivos, como AGAMOUS,
SHATTERPROOF, MADS-box, FRUITFULL que afectan las rutas de maduracion han
sido descritos (Omboki et al., 2015). Muchos de estos factores de transcripcion de
MADS-box influyen en la sintesis de etileno por unién directa de los promotores de los
genes ACS2 y ACS4 como en el caso de RIN y TAGL1 (Cherian et al., 2014). TAGL1
esta involucrado en la maduracion normal del tomate y contribuye a su “carnosidad”

(Itkin et al., 2009; Vrebalov et al., 2009).

El mecanismo molecular preciso mediante el cual los productos génicos codificados por
RIN, NOR, CNR, TAGL1 y HB-1 operan en la red regulatoria sigue siendo desconocido
(Seymour et al., 2013); sin embargo, es probable que las proteinas de MADS-box actlen

como heterodimeros o multimeros (Giovannoni, 2007).

Adicionalmente, otros componentes de la red regulatoria, incluyendo a los factores de
transcripcion que actuan como reguladores negativos, tales como AP2 y SIAP2a (que
pertenece a la familia APETALAZ2/ERF de factores de transcripcion y actua en forma
opuesta a RIN, NOR y CNR), han sido reportados como reguladores principales de la
maduracion (Chung et al., 2010; Karlova et al., 2011). Ademas, el efector negativo

SIAP2a es inducido durante la maduracion, pero su represion lleva a una aceleracion en
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la maduracion, niveles elevados de produccidén de etileno y gran acumulacion de
carotenoides (Chung et al., 2010; Karlova et al., 2011).

2.7. Pérdida de la firmeza

El ablandamiento es un proceso de maduracion programado en muchos frutos, que les
proporciona diferentes caracteristicas como lo jugoso, lo crujiente y la firmeza (Seymour
et al., 2002).

Durante este proceso se producen enzimas que modifican la pared celular causando
cambios de textura en el fruto; haciéndolo mas apetecible a los animales que dispersan
las semillas, y/o méas susceptibles a patogenos que liberan las semillas (Gapper et al.,
2013). La quimica de la pared celular es el principal contribuyente, junto con los cambios
en la turgencia celular, de la textura del fruto y los genes que codifican a las enzimas
responsables de estos cambios. Estos ultimos han sido objeto de manipulacion genética
en el fruto, con el objetivo de extender la vida de anaquel (Vicente et al., 2007; Goulao y
Oliveira, 2007; Matas et al., 2009). ElI metabolismo de la pared celular durante la
maduracion del fruto es un proceso muy complejo, que incluye mas de 50 genes

relacionados con la estructura de la pared celular (Tomato Genome Consortium, 2012).

El ablandamiento de la fruta es un cambio importante en la textura de frutos climatéricos
debido a la hemicelulosa de la pared celular y a la solubilizacion y despolimerizacion de

la pectina por varias hidrolasas (Rose et al., 2004).

La enzima poligalacturonasa (PG) s6lo se expresa en tejidos del fruto maduro y su
transcripcion se activa Unicamente durante la maduracién (Omboki et al., 2015).
Diferentes regiones de la region del promotor PG interactlan positiva y negativamente
con los elementos que median la expresion del gen que la codifica (Omboki et al., 2015).
Se cree que la PG desempefia un papel clave en el ablandamiento del fruto, aunque
estudios transgénicos han indicado que la PG no es la Unica enzima responsable
(Giovannoni et al., 1989; Smith et al., 1990).

Ademas de la PG, que elimina los residuos de galacturosil de la pectina (Atkinson et al.,
1998), un conjunto de enzimas modificadoras de la pared celular también participan en la
maduracién y los genes que las codifican se han aislado a partir de algunas especies, pero
principalmente del tomate: la a-L-arabinofuranosidasa elimina el arabinosil y algunos

otros residuos de la pectina (Sozzi et al., 2002; Itai et al., 2003); la ramnogalacturonasa
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(RG) A hidroliza los enlaces a-1,2 entre los residuos de galacturonosil y ramnosil en la
pectina (Wong, 2008); la xiloglucano /endotransglucosilasa/hidrolasa hidroliza o
transglicosolata xiloglucano (Saladié et al., 2007); las glicosidasas (p-galactosidasa)
eliminan los residuos de galactosilo de la pectina y el xiloglucano (Smith et al., 2002);
las mananasas hidrolizan al azar el enlace 3 de las cadenas principales de manano que
constituyen parte de los glicanos de hemicelulosa (Rodriguez-Gacio et al., 2012); las
pectato liasas (PL) catalizan la escision eliminadora de pectina desesterificada (Marin-
Rodriguez et al., 2002); las pectinmetilesterasas (PME) degradan poliurénidos
metilesterificados (Wakabayashi et al., 2003) y las expansinas interrumpen los enlaces de
hidrogeno entre las microfibrillas de celulosa y glicanos entrecruzados (Rose et al., 1997;
Brummell et al., 1999b). La contribucién exacta que cada enzima presta para el
ablandamiento del fruto sigue siendo poco clara debido al hecho de que los mecanismos

debajo de la pared celular mediados por los cambios de textura son complejos.

Tomando al tomate como modelo, se han aislado algunos genes potencialmente
relacionados con la degradacion de la pared celular (Bouzayen et al., 2010). Sin embargo,
se ha mostrado que la supresion de los genes candidatos, como aquellos que codifican
para PG, PME y B-glucanasa, no tienen gran impacto en la evolucién de la firmeza del
fruto (Giovannoni et al., 1989; Tieman et al., 1992; Brummell et al., 1999a).

Dentro de la familia de genes que degradan la pared celular de frutos climatéricos, algunos
miembros son regulados por el etileno, mientras que otros no, lo que confirma la
coexistencia de procesos dependientes e independientes de etileno (Flores et al., 2001,
Nishiyama et al., 2007). En general, parece que el ablandamiento del fruto involucra a
muchos genes que codifican una variedad de enzimas que degradan la pared celular y
proteinas no enzimaticas. Cada proteina podria jugar un papel especifico en el

ablandamiento y en los cambios de textura (Bouzayen et al., 2010).

El desmontaje de la matriz de polisacaridos de la pared celular relacionado con la
maduracion, es generalmente el Unico factor que se menciona al describir la base
estructural del ablandamiento del fruto y la pérdida asociada con la vida util y la calidad
del fruto, aunque hay otros (Matas et al., 2009). Sin embargo, estudios recientes han
comenzado a examinar la implicacion potencial y la importancia relativa de otras
estructuras y procesos fisioldgicos. Por ejemplo, se ha propuesto que las diferencias en la
estructura y la composicion de la cuticula del fruto de tomate pueden estar asociados con
la variacion sustancial de la vida de anaquel del fruto que se ha reportado en diferentes
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genotipos (Saladié et al., 2007). La cuticula cumple funciones bioldgicas de impacto en
la calidad y la vida de anaquel de frutos, incluyendo la capacidad de mantener la
integridad de la piel (Hovav et al., 2007), controlar la transpiracion cuticular (Leide et al.,
2007) y limitar la infeccién microbiana. Ademas, juega un papel en la interaccién planta-
insecto como componente de la traduccion de sefiales para la activacion de genes
especificos, controlando los cambios de temperatura y proporcionando soporte mecanico
(Tafolla-Arellano et al., 2013). Otros reportes han resaltado los procesos relacionados
con la maduracién que probablemente contribuyen a la firmeza del fruto, como la presion
de turgencia (Saladié et al., 2007; Thomas et al., 2008).

2.8. Conclusiones y perspectivas

A pesar del avance en el estudio de los mecanismos de la maduracion de los frutos, ain
quedan sin responder un gran nimero de interrogantes, como la relacion entre la sintesis
de etileno y la expresion diferencial de genes relacionados con la produccion de
compuestos volatiles, con el cambio de color, pero méas aun, con los que codifican a las

enzimas relacionadas con el ablandamiento.

Los factores de transcripcion han mostrado tener una gran importancia, no sélo durante
el desarrollo temprano, sino también en el control regulatorio de la maduracién y la
senescencia; aungue hay avances en la identificacion de estos reguladores, aun queda

mucho por investigar.

El ablandamiento del fruto es el proceso que se da como resultado de la hidrolisis de los
diversos componentes de la pared celular que incluyen celulosa, hemicelulosa, pectina y
proteinas. La hidrolisis de estos componentes se produce por la accion de PG, PME, PL,
RG, endo-1,4-B-D-glucanasa (EGasa) y -galactosidasa. El papel de estas enzimas ha
sido ampliamente confirmado mediante la aplicacion de técnicas moleculares que
implican sobreexpresar y disminuir la actividad enzimética conocida; es decir, alteracion

en el proceso de hidrolisis.

En un futuro préximo, seré posible controlar la maduracion de los frutos y alargar su vida

de anaquel manipulando la produccion de etileno utilizando un enfoque transgénico.
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CAPITULO Il

CONSTRUCCION DE GENOTECAS DE cDNA DE GUANABANA (Anonna
muricata L.) PARA ESTUDIAR EL PROCESO DE MADURACION BAJO DOS
TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO POR RNA-SEQ

M@énica Elizabeth Martinez-Gonzalez!, Rosendo Balois-Morales?*, Moisés Cortés-Cruz®,

Yolotzin Apatzingan Palomino-Hermosillo?,

Posgrado en Ciencias Bioldgico Agropecuarias, Universidad Autonoma de Nayarit.
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Nacional de Recursos Genéticos. INIFAP. Blvd. de la Biodiversidad No. 400. C.P. 47600.

Tepatitlan, Jalisco, México. (cortes.moises@inifap.gob.mx).
3.1. Resumen

La guandbana (Annona muricata L.) es un fruto con gran importancia econémica en el
estado de Nayarit. Se caracteriza por presentar un aumento significativo de acidez total
titulable (ATT), de sélidos solubles totales (STT) durante su maduracion, asi como por
su rapido ablandamiento. La refrigeracion es el proceso de conservacion mas importante
utilizado para mantener la calidad postcosecha de los frutos y retardar el ablandamiento;
sin embargo, los frutos de guanabana son altamente susceptibles a dafios por frio debido
a las bajas temperaturas. Actualmente no existe un genoma de referencia para el fruto de
guandbana, sin embargo, recientemente se ha publicado el transcriptoma de hoja de
guandbana, pero sus secuencias aun no han sido anotadas. En el presente estudio, se
realizaron genotecas de cDNA de frutos almacenados tanto a temperatura ambiente (TA)
como a 15 °C (T15) para que, en una etapa posterior, se pueda realizar el analisis
transcriptdbmico comparativo de tres estados de madurez (0, 3 y 6 dias después de la
cosecha bajo ambos tratamientos). En el presente capitulo se describe la metodologia para
la generacion de las genotecas. Primeramente, se estandarizo la técnica de extraccion de
RNA de la cual se obtuvo un buen rendimiento. La pureza fue verificada mediante

espectrofotrometria y visualizando las bandas ribosomales por electroforesis. Estos
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parametros indicaron que el RNA obtenido fue de buena calidad y libre de los efectos de
RNAsas. Ademas, se evalu6 la integridad calculando el RIN (RNA Integrity Number);
los valores de RIN obtenidos en las 24 genotecas fueron superiores a 7.0, lo que confirmd
que las genotecas cumplieron los requerimientos para ser empeladas en el proceso de
desarrollo de genotecas y su eventual secuenciacion. De las genotecas realizadas, se
seleccionaron 18, las cuales se enviaron a secuenciar en una plataforma NextSeq. Los
resultados a obtenerse con estas genotecas seran analizados en un trabajo posterior para
identificar los genes candidatos involucrados en el proceso de maduracion del fruto de

guanabana y su posterior validacion.
Palabras clave: transcriptoma, guandbana, maduracién, ablandamiento, RNA-Seq
3.2 .Abstract

Soursop (Annona muricata L.) is an economically important fruit in the state of Nayarit.
A significant increase in total soluble solids (TSS) and total titratable acidity (TTA) as
well as rapid softening during ripening are the main characteristics of soursop.
Refrigeration is the most important conservation process used to preserve the postharvest
fruit quality and delay softening, however, soursop fruits are highly susceptible to damage
due to low temperatures (chill injury). The soursop genome sequence is not available yet;
however, recently the leaf transcriptome was published but is not annotated yet. In the
present study, cONA libraries from fruits stored at room temperature (RT) and at 15 °C
(T15) were generated to perform the comparative transcriptomic analysis of three
maturity stages in a later phase (0, 3 and 6 days after harvest under both treatments). In
this chapter, we describe the First, we standardized a RNA extraction method from which
we obtained a high yield. To assess RNA purity, the ratios of absorbance at 260/280 and
260/230 were calculated and the ribosomal bands were visualized by electrophoresis.
These parameters showed that RNA was pure and was not degraded. Additionally, RNA
integrity was evaluated by calculating the RNA Integrity Number (RIN); RIN values of
the 24 libraries were greater than 7.0, confirming that libraries fulfilled the requirements
to perform sequencing. From all the libraries, 18 were selected and sent for sequencing
on a NextSeq platform. Results obtained will be analyzed in a further study to perform
the transcriptomic analysis by bioinformatics and the subsequent validation of the

candidate genes.

Key words: transcriptome, soursop, fruit ripening, softening, RNA-Seq
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3.3 Introduccién

La guandbana (Annona muricata L.) pertenece al género Annona y a la familia
Annonaceae. En México se cultiva extensivamente, aproximadamente 76 % de la
produccion se encuentra en el estado de Nayarit (SIAP, 2017). El sabor del fruto de
guandbana es el resultado de la combinacidn de azucares y acidos organicos (del 0.65 al
0.85 %) (Jiménez-Zurita et al., 2017) Los frutos de guanabana cuando son cosechados y
madurados a temperatura ambiente pueden alcanzar la madurez de consumo de 2a 3 0
hasta 7 dias, dependiendo de la etapa de maduracion en que son cosechados (Paull, 1998;
Lima et al., 2003b). En Nayarit, se ha reportado que la vida util es de entre 4 y 8 dias
cuando son madurados a TA (Espinosa et al., 2013; Montalvo et al., 2014). Bajo esta
condicién son altamente perecederos, susceptibles a la pérdida de agua, de nutrientes y al
oscurecimiento, lo que afecta significativamente su calidad y valor comercial. Para
alargar su vida de anaquel, se utiliza la refrigeracion, que es una tecnologia importante
para mantener la calidad postcosecha y reducir su velocidad de deterioro. Existe poca
informacion acerca de las temperaturas adecuadas de refrigeracion en el fruto de
guanabana, sin embargo, se ha reportado que frutos almacenados a 15 °C alcanzaron la
madurez de consumo a los 9 dias después de la cosecha (Lima et al., 2011). A

temperaturas menores de 15 °C se presentan dafios por frio (Castillo-Animas et al., 2005).

Hasta el momento, no existe informacion sobre la secuencia del genoma de la guanabana,
sin embargo, basandose en el analisis de la cantidad de DNA (valores C) de seis especies
de Annona spp., se estima que el genoma de la guanabana tiene un tamafio aproximado
de 665-1320 Mbp y de 14 a 28 cromosomas (Bennett y Leitch, 2002; Berumen-Varela et
al., 2019). En plantas no modelo, de las que la informacion gendmica es limitada, los
marcadores de secuencia expresada (ESTs, Expressed Sequence Tags) son una
herramienta Gtil para el descubrimiento de genes, (Asif et al., 2014). La generacion a
profundidad de conjuntos de datos de ESTs y su comparacion, proporcionan informacion
sobre todas las regiones expresadas de un genoma y estos datos pueden ser utilizados para
caracterizar patrones de la expresion génica durante la maduracion del fruto. Utilizando
la tecnologia de secuenciacion de siguiente generacion (NGS, Next Generation
Sequencing) dichas bases de datos han sido desarrolladas y utilizadas para el
descubrimiento y la prediccion de genes involucrados en el desarrollo y la maduracion de
los frutos (Asif et al., 2014). La NGS permite un analisis del RNA a traves de la
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secuenciacion de DNA complementario (cDNA) (Wang et al., 2009). Este método,
denominado RNA sequencing (RNA-Seq) proporciona una vista mas detallada y
cuantitativa de diversos procesos como la expresion génica y el splicing alternativo, entre
otros. Los avances de la RNA-Seq han permitido un analisis profundo del transcriptoma
y la oportunidad de dilucidar diferentes condiciones fisioldgicas y patologicas (Kukurba
y Montgomery, 2015). En plantas, el analisis de los patrones de expresidn de su conjunto
de genes (transcriptomica de la planta) ha contribuido al conocimiento en areas clave
como el desarrollo y la maduracién del fruto, asi como en la respuesta a diferentes tipos
de estrés en plantas con interés agronémico (Rai y Shekhawat, 2015; Simsek et al., 2017).
En afios recientes se formé un consorcio internacional multidisciplinario que generd el
transcriptoma de 1000 especies de plantas (Matasci et al., 2014). Dentro de este proyecto,
el transcriptoma de hoja de A. muricata fue secuenciado. EI ensamble del transcriptoma
de novo reveld 92,924 transcritos con una longitud total del ensamblaje de 51.12 Mbp
(Matasci et al., 2014). Aungue este trabajo representa las primeras secuencias de
transcritos generadas en guanabana, las secuencias ain no han sido anotadas (Berumen-
Varela et al., 2019). Sin embargo, este esfuerzo es un avance importante en la
investigacion de este cultivo, que junto con los transcriptomas de A. squamosa (Gupta et
al., 2015; Liu et al., 2016, 2017) representan los Unicos datos transcriptomicos

disponibles en especies del género Annona, (Berumen-Varela et al., 2019).

Existen pocos estudios gendmicos en A. muricata L. por ello existe una urgente necesidad
de generar informacion que permita comprender los procesos que ocurren durante la
maduracion en el fruto de guanabana y permitan disefiar nuevas estrategias de manejo
postcosecha del fruto. En este trabajo, esperamos observar a nivel molecular que el
almacenamiento en frio retarda el ablandamiento sin afectar los parametros de madurez
de consumo. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue identificar el efecto de la
temperatura sobre la expresion de genes vinculados con procesos caracteristicos de la
maduracion postcosecha en frutos de guandbana, por lo que el presente trabajo
proporciona las bases para la comprension del proceso de maduracion de guanabana a

nivel molecular.
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3.4. Materiales y Métodos

3.4.1. Sitio experimental y material vegetal

Se cosecharon 50 frutos en madurez fisioldgica en Las Varas, municipio de Compostela,
Nayarit en octubre de 2016. Los frutos cosechados fueron trasladados inmediatamente al
Laboratorio de Analisis Especiales de la Unidad de Tecnologia de Alimentos en la
Universidad Auténoma de Nayarit; éstos se seleccionaron descartando aquellos con dafios
mecanicos, fisicos y fitopatoldgicos. Se almacenaron 30 frutos en refrigeracion (15 °C,
T15) y 20 frutos a temperatura ambiente (28 °C, TA). Los estados de madurez se
denominaron DO, D3, D6 y D9 (0, 3, 6 y 9 dias después del corte, respectivamente). De
ambos tratamientos se tomaron muestras de mesocarpio de 5 frutos al azar cada tres dias
hasta Ilegar a la madurez de consumo. EIl mesocarpio se tomd con un sacabocados de 1
cm de didmetro, haciendo una penetracién transversal en la parte central del fruto,
atravesandolo por completo. El cilindro obtenido se fraccion6 en pequefios discos de
aproximadamente 1 cm de altura, los que fueron depositados en tubos cénicos para
centrifuga Falcon de 15 ml, estériles y libres de DNasas y RNasas. Se agregaron 5 ml de
RNAlIlater (Sigma), inmediatamente se congelé cada tubo en nitrégeno liquido y se

almacené a -80 °C hasta su uso.
3.4.2 Extraccion de RNA total

El RNA total fue extraido de frutos en madurez fisiologica (DO0), intermedia (D3) y de
consumo (D6 y D9) con el Spectrum Plant Total RNA kit (SIGMA) a partir de 75 mg de

tejido, siguiendo las instrucciones del fabricante.

El RNA total fue cuantificado en un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo-Fisher
Scientific) y un fluorémetro Qubit 2.0. Se verifico su calidad espectrofotométricamente
calculando los radios de absorbancia 260/280 y 260/230. La pureza se inspecciono
visualizando las bandas ribosomales por electroforesis geles de agarosa al 1.5% con 1X
TBE tefiidos con SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). La
integridad del RNA se evalud utilizando el Agilent RNA 6000 Pico Kit en un sistema
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

3.4.3 Preparacion de genotecas para la secuenciacion del transcriptoma

Las genotecas se prepararon a partir de 1000 ng de RNA total por muestra utilizando el
kit NEBNext Ultra RNA Library Prep for lllumina (New England Biolabs) siguiendo las

instrucciones del fabricante lo que incluye la adicion de indices para otorgar mayor
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especificidad de identificacién a cada muestra. La construccion de las genotecas es un

proceso complejo que incluye las siguientes etapas:
e Obtencidon de RNA mensajero (MRNA)

Primeramente, se hicieron dos lavados a las perlas magnéticas NEBNext oligo (dT) (5
mg/ml; NebNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module, New England Biolabs) con
el 2X RNA Binding buffer incluido en el kit (1M LiCl; 40 mM Tris-HCI pH 7.5; 2mM
EDTA; 0.1% Triton X-100). Una vez que las perlas magnéticas se lavaron y
resuspendieron en 50 pL del mismo buffer, se agregaron los 1000 ng de RNA total
resuspendidos en un volumen final de 50 uL y esta mezcla se incub6 a 65 °C por 5
minutos para desnaturalizar el RNA vy facilitar la union del mMRNA poli(A) a las perlas.
Después de enfriar y mantener otros 5 minutos a temperatura ambiente, se recuperaron
las perlas unidas al mMRNAcon ayuda del rack magnético y se desechd el sobrenadante,
para posteriormente hacer dos lavados con 200 uL de 1X Wash buffer (150 mM LiCl; 20
mM Tris-HCI pH 7.5; 1.0 mM EDTA,; 0.01% Triton X-100) para remover RNA no unido.
Posteriormente, el RNA se eluy6 en 50 uL de 1X Elution buffer (10 mM Tris-HCI pH
7.5) mezclando vigorosamente con la micropipeta. Las muestras se calentaron a 80 °C
por 2 minutos y después se mantuvieron a 25 °C para eluir el mMRNA de las perlas.
Nuevamente se agregaron 50 puL de 2X RNA Binding buffer para permitir que el mMRNA
se vuelva a unir a las perlas incubando a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
recuperaron las perlas con ayuda del rack magnético y se hicieron dos lavados con 200
uL de 1X Wash buffer. EI mRNA se eluy6 de las perlas con 15 plL de 5X First Strand
Synthesis Reaction Buffer y 2X Random Primer mix incubando a 94 °C por 15 minutos
para fragmentar el mRNA. Finalmente, el mRNA se recuperd utilizando el rack

magnético para atrapar las perlas y transferir 10 uL del sobrenadante a un nuevo tubo.

e Obtencién y purificacion del cDNA de doble cadena

La primera hebra de cDNA se sintetiz6 agregando 200 U de la transcriptasa inversa M-
MuLV ProtoScript® Il Reverse Transcriptase, 20 U de la enzima inhibidora de RNasas
Murine y agua libre de nuecleasas (para un volumen final de 20 uL) al mMRNA. Se incubd
por 10 minutos a 25 °C; 30 minutos a 42 °C; 15 minutos a 72 °C y posteriormente se

enfri6 a 4 °C.

La segunda cadena de cDNA se sintetizd agregando el 10X Second Strand Synthesis

Reaction buffer, el Second Strand Synthesis Enzyme Mix (concentraciones finales 24 U
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de DNA Polimerasa I, 20 U RNasa H, 96 U DNA ligasa) en un volumen final de 80 uL e

incubando por 60 minutos a 16 °C.

El cDNA de doble cadena se purificd utililzando el sistema de perlas AMPure XP
(Beckman Coulter), haciendo dos lavados con etanol 80% frio en el rack magnético.
Finalmente, se eluyd el cDNA con 60 L de agua libre de nuecleasas, se centrifugo por 3
minutos, se colocd el tubo en el rack magnético y se recuperaron 55.5 plL del

sobrenadante.
e Reparacion de los extremos y la cola dA de las genotecas

Los extremos de la doble cadena sintetizada se convirtieron en extremos romos utilizando
el End Prep Enzyme Mix que contiene las enzimas T4 polinucle6tido quinasay T4 DNA
polimerasa (30 U y 9 U, respectivamente) con el 10X End Repair Reaction Buffer para
un volumen final de 65 uL. Esta mezcla se incubé por 30 minutos a 20 °C, seguido por
otros 30 minutos a 65 °C. En el tiempo de incubacion se preparo el adaptador a partir del
10X NEBNext Adaptor para agregarlo inmediatamente después de la adenilacion de los
extremos 3' de los fragmentos de cDNA. Se ligo el adaptador con Blunt/TA Ligasa (2700
U) con una estructura de bucle en forma de horquilla para preparar la hibridacion,
incubando por 15 minutos a 20 °C. Luego, se utilizaron 3 U de la enzima USER (New
England Biolabs) con el cDNA ligado al adaptador y se incub6 a 37 °C durante 15
minutos. La reaccion de ligacion se purificé con 1X perlas AMPure XP (Beckman
Coulter) para seleccionar fragmentos de cDNA de una longitud aproximada de 300 pb
primeramente, se realizé una purificacion con 1X perlas AMPure XP haciendo lavados

con etanol 80% y eluyendo en un volumen final de 23 L.

Finalmente, se realizé una PCR de enriquecimiento con la enzima Q5™ High-Fidelity
DNA Polymerasa con la adicion de los indices correspondientes asignados a cada
muestra, lo cual ademas de permitir su diferenciacion, miniza la formacién de dimeros
del adaptador, lo que podria interferir en la secuencacién. Las condiciones de la PCR
fueron: desnaturalizacion inicial a 98 °C por 30 s, 12 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C
por 10 s, alineacién a 65 °C por 30 s, extensién a 72 °C por 30 s y una extension final a
72 °C por 5 minutos. Nuevamente, los productos de PCR se purificaron con 1X perlas
AMPure XP. Se evalud la calidad de las genotecas, asi como la distribucion por tamarfio
de los fragmentos obtenidos con un sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)

siguiendo las instrucciones del fabricante (Agilent High Sensitivity DNA Kit guide). Se
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hizo una mezcla de las genotecas y se conservaron a -80 °C hasta el momento de la

secuenciacion.

3.5. Resultados

3.5.1. Obtencion de genotecas de genes expresados diferencialmente (GED)

La calidad del RNA se obtuvo mediante el empleo del equipo Bioanalyzer, el cual genera
un valor denominado RNA Integrity Number (RIN) entre 1y 10, siendo las muestras con
mayor valor las de mejor calidad y las que muestran menor degradacion. EI RIN estima
la integridad de la muestra utilizando la electroforesis en gel y un analisis de los radios
de las bandas ribosomales 28S a 18S (25S en el caso de plantas). Un RNA de baja calidad
(RIN <6) puede afectar substancialmente los resultados de la secuenciacion lo que llevaria
a conclusiones bioldgicas erroneas (Kukurba y Montgomery, 2015). Por lo tanto, un RNA
de alta calidad es esencial para obtener resultados confiables y una RNA-Seq exitosa. Se
recomienda que el RIN de las muestras para un analisis RNA-Seq sea > 7.0 (Chaitankar
etal., 2016).

En la Figura 3.1 se observa la integridad de las bandas de interés correspondientes a 25s
y 18s. La definicion de estas bandas indico que las muestras de RNA no presentaron
degradacion. El andlisis de los resultados nos indico que todas las muestras analizadas
tuvieron valores de RIN >7, lo que demostro que las genotecas cumplieron con los

requerimientos para ser secuenciadas.

La concentracion y el valor de las lecturas de RIN de las muestras se reportan en el Cuadro
3.1. Ademas, en el mismo cuadro se presentan la concentracion de las librerias obtenidas
y el tamafio de los fragmentos. Asi mismo, en la Figura 3.2, se observa que el tamafio de

los fragmentos obtenidos es cercano a los 300 pb, que era el tamafio esperado.
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Cuadro 3.1. Concentracion e integridad de los RNA utilizados para la construccion de
genotecas; rendimiento de las genotecas generadas; tamafio de los fragmentos obtenidos
y su abundancia.

CONDICION- GENOTECA RNA RNA conc DNA Tamafo de

REPETICION RIN  (ng/uL) conc fragmento
(ng/uL) promedio

(pb)

Do-1 A 8.7 70.0 2.06 381
D0-2 B 7.7 54.6 3.68 382
D0-3 C 8.4 58.0 3.30 378
D3-1TA D 7.3 114.0 0.76 398
D3-2 TA E 8.2 98.0 1.33 387
D3-4 TA U 8.1 91.2 0.81 373
D3-1T15 G 9.6 81.0 6.64 405
D3-2T15 H 9.1 87.6 6.62 396
D3-3T15 I 94 90.4 6.74 398
D6-1 TA J 9.0 82.4 3.42 425
D6-2 TA K 8.9 89.6 1.89 415
D6-3 TA L2 9.5 90.0 1.83 368
D6-1T15 M 8.0 50.4 1.23 388
D6-2 T15 N 8.5 37.0 1.46 380
D6-4 T15 X 7.4 75.8 2.52 385
D9-1T15 P 8.4 116.0 4.48 376
D9-2 T15 Q 8.5 99.8 4.06 410
D9-3T15 R 8.3 186.0 4.46 383

T15= tratamiento a 15 °C
TA= tratamiento a temperatura ambiente
DO, D3, D6, D9 =0, 3, 6 0 9 dias después de la cosecha
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Figura 3.1. Analisis de integridad de los RNA de mesocarpio de guanabana. En la

parte superior se muestra el RIN de cada muestra y en la parte inferior la literal

correspondiente a la libreria asignada a esa muestra. Las bandas 25S y 18S presentan

una clara resolucion, lo que indica ausencia o poca degradacion. (L=ladder,
nt=nucledtidos). Genotecas por tratamiento: DO (A, B, C); D3-TA (D, E, U); D3-
T15 (G, H, I); D6-TA (J, K, L2); D6-T15 (M, N, X); D9-T15 (P, Q, R). T15=

tratamiento a 15 °C; TA= tratamiento a temperatura ambiente; D0, D3, D6, D9 =0,

3, 6 0 9 dias después de la cosecha.
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Figura 3.2. Revision del tamafio de los fragmentos obtenidos de las genotecas. Los

fragmentos de interés tienen un tamafio de entre 300 y 500 pb. (L=ladder).
Genotecas por tratamiento: DO (A, B, C); D3-TA (D, E, U); D3-T15 (G, H, I); D6-
TA (J, K, L2); D6-T15 (M, N, X); D9-T15 (P, Q, R). T15=tratamiento a 15 °C; TA=

tratamiento a temperatura ambiente; DO, D3, D6, D9 =0, 3, 6 0 9 dias después de la

cosecha.
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3.6. Conclusiones y Perspectivas

Las rutas reguladoras y hormonales durante la maduracion del fruto de guanabana no se han
estudiado anteriormente, por lo que este estudio proporcionard una primera perspectiva

global de las rutas que intervienen en este proceso.

El transcriptoma de la maduracidon del fruto de guanabana generara informacion base para la
realizacion de estudios de expresion diferencial de los genes involucrados en este proceso,
podré expandir los recursos genémicos y abrir la oportunidad de identificar genes claves que
estan asociados a las caracteristicas de calidad del fruto.

El contar con los datos transcriptémicos del proceso de maduracién permitiria estudiar
procesos como el metabolismo de la pared celular y la identificacion de genes asociados con
su degradacién, lo que conduce al ablandamiento por la accion de enzimas como las
poligalacturonasas, pectatoliasas, expansinas, por mencionar algunas. Asimismo, se tendra
informacion de los genes que estan relacionados a la degradacion de clorofila, la acumulacion
de compuestos aromaticos volatiles relacionados con el olor, y con la sintesis de compuestos
relacionados con el sabor, como los acidos organicos. También sera posible dilucidar la via
de transduccién de sefiales del etileno durante el proceso de maduracion, que permitira
encontrar los genes clave en la cascada de sefializacion. Otros cambios importantes durante
la maduracién del fruto son los que ocurren en las rutas del metabolismo del almidén y de la
sintesis de azUcares, cambios que podrnan ser identificados durante el estudio del

transcriptoma.

El analisis transcriptomico de la maduracion de los frutos almacenados a T15 podria permitir
la identificacion de factores de transcripcion en respuesta a estrés abidtico, como el estrés
por frio y los genes expresados cuando ocurren dafios por frio, lo que permitiria desarrollar
nuevas herramientas, tratamientos y estrategias para mejorar la tolerancia y prolongar el
almacenamiento en frio de los frutos de guandbana. Existen otras oportunidades adicionales,
como alargar la vida de anaquel de los frutos, asi como mejorar la guandbana como un
alimento funcional, por ejemplo, identificando los genes que intervienen en el aumento de
los niveles vitamina C durante la maduracion a TA. Finalmente, aquellas secuencias que no

se alineen con las bases de datos existentes permitiran realizar la anotacion funcional de novel
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genes, datos que seran Utiles para estudios posteriores y establecer las bases de la maduracién

del fruto de guanabana.

Hasta donde sabemos, este seria el primer analisis de transcriptoma de la maduracion del
fruto de guanabana, y nuestros datos seran Utiles para poder realizar manipulaciones en este
proceso, lo que ayudara a reducir las pérdidas postcosecha. Esto podria impactar en la
produccion regional al implementar estrategias de manejo postcosecha para aumentar la vida

de anaquel y mantener la calidad de los frutos.
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CAPITULO IV

ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON LA ACIDEZ
Y EL ABLANDAMIENTO DE FRUTOS DE GUANABANA (Annona muricata L.)
ALMACENADOS A DOS TEMPERATURAS POR gPCR

EXPRESSION ANALYSIS OF ORGANIC ACIDS AND SOFTENING RELATED
GENES IN SOURSOP (Annona muricata L.) FRUITS STORED UNDER TWO
TEMPERATURES USING gPCR

Moénica Elizabeth Martinez-Gonzalez!, Guillermo Berumen-Varela?, Rosendo Balois-
Morales®*, Yolotzin Apatzingan Palomino-Hermosillo?, Gabriela Rosario Pefia-Sandoval®
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Autonoma de Nayarit, Unidad Académica de Agricultura. Carretera Tepic-Compostela Km.
9. C.P. 63155. Xalisco, Nayarit, México.

4.1. Resumen

La guandbana (Annona muricata L.) es un fruto con gran importancia econdémica en el estado
de Nayarit. Se caracteriza por presentar un aumento significativo de acidos organicos durante
su maduracion, asi como por su rapido ablandamiento. Por esta razdn, el objetivo de este
estudio fue evaluar las diferencias en la expresion de genes involucrados en estos procesos
bajo diferentes condiciones de almacenamiento. En frutos de guandbana cosechados en
madurez fisiologica en el municipio de Compostela, Nayarit se evalué el efecto de la
temperatura cuando los frutos fueron almacenados a 28 °C o temperatura ambiente (TA) y
bajo temperatura de refrigeracion a 15 °C (T15) hasta alcanzar la madurez de consumo. Los
tres genes evaluados fueron expansina (EXP), relacionado con el ablandamiento y dos
relacionados con el metabolismo de los acidos malico y citrico (malato deshidrogenasa

dependiente de NAD (NAD-MH) y citrato sintasa mitocondrial (CSM), respectivamente).

67



Asimismo, se evaluaron varios indices de madurez, como firmeza, sélidos solubles totales
(SST), acidez total titulable (ATT) y pH, cada tres dias después de la cosecha. Los resultados
mostraron que los frutos almacenados a ambas temperaturas disminuyeron por lo menos 6
veces su firmeza y el pH disminuy6é a menos de 4.0. Ademas, los SST aumentaron a mas de
15 °Brix bajo ambas condiciones de temperatura; y la ATT alcanz6 valores de hasta 0.92%
(TA) y 0.71% (T15). Por otro lado, el analisis de expresién diferencial mostr6 que a TA EXP
se aumenta su expresion continuamente hasta la madurez de consumo y que a T15 la
expresion disminuye a la mitad (frutos mas firmes a T15, consistente con los valores de
firmeza). Los niveles de expresion de NAD-MH se elevan a més del doble en ambos
tratamientos, observandose a TA mayor nivel de expresion (mas acidos a TA, se correlaciona
con los valores de ATT). Sin embargo, CSM muestra una disminucion de su expresion hasta

finales de la maduracion bajo ambos tratamientos.
Palabras clave: refrigeracion, maduracion, poscosecha, acidez, expresion diferencial.
4.2. Abstract

Soursop (Annona muricata L.) is an economically important fruit in Nayarit. It is
characterized by a significant increase in organic acid levels during ripening as well as by
rapid softening. For this reason, the aim of our study was to assess differences in the
expression of genes involved in these processes under different storage conditions. In soursop
fruits harvested at physiological maturation in the municipality of Compostela, Nayaritthe
effect of temperature was evaluated when the fruits were stored at 28 °C or room temperature
(RT) and refrigeration temperature at 15 °C (T15) until ripen stage. The three evaluated genes
were one softening-related expansin (EXP) and two related to malic and citric acid
metabolism (NAD-dependent malate dehydrogenase (NAD-MDH) and mitochondrial citrate
synthase (CSM), respectively). Likewise, different maturity indices such as firmness, total
soluble solids (TSS), total titratable acidity (TTA) and pH were evaluated to every three days
after harvest. Our results showed that fruits stored at both temperatures showed a 6-fold
decrease in firmness and the pH declined to less than 4.0. In addition, TSS increased up to
15° Brix under both temperature conditions; while TTA raised up to 0.92% (RT) and 0.71%
(T15). On the other hand, the differential expression analysis showed that the expression of

EXP was up-regulated under RT and down-regulated to half under T15 conditions (firmer
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fruits at T15, consistent with firmness values). The expression levels of NAD-MH were up-
regulated by 2-fold under both treatments, with a higher level of expression observed at RT
(more acid fruits at RT, correlates with TTA values). However, CSM was down-regulated

throughout ripening under both treatments.
Key words: refrigeration, ripening, postharvest, acidity, diferential expression.
4.3. Introduccion

Los eventos relacionados con la maduracion en frutos climatéricos como la guandbana,
conduce a cambios irreversibles en el desarrollo y fisiologicamente regulados en la expresion
génica que a la larga traen cambios coordinados en el color, textura, sabor y aroma de la fruta
(Martinez-Gonzalez et al., 2017). Hay un aumento en las evidencias de que estas alteraciones
estan regidas por la expresion espacial y temporal de genes que controlan la etapa de
maduracién de los frutos (Brady, 1987; Brady, 1992; Moore et al., 2002; Giovannoni, 2004;
Giovannoni, 2007; Paull et al., 2008; Bapat et al., 2010).

La guanabana tiene una corta vida de anaquel. EI método mas empleado para retardar su
maduracion y aumentar su vida postcosecha es el almacenamiento en frio usando
temperaturas de los 14° a los 16 °C (Lima y Alves, 2011; Espinosa et al., 2013; Jiménez-
Zurita et al., 2017). Hay estudios donde se ha reportado el efecto de la temperatura sobre la
maduracion (Castillo-Animas et al., 2005; Espinosa et al., 2013; Jiménez-Zurita et al., 2017)
sin embargo solo abordan las caracteristicas fisicoquimicas, a nivel molecular no existen

estudios al respecto.

Las caracteristicas organolépticas de los frutos como la firmeza, el color, el aroma, la dulzura
y la acidez se ven afectadas por las condiciones de almacenamiento ya que estan asociadas
con rutas metabolicas especificas que estan coordinadas durante el desarrollo y la madurez
del fruto (Giovannoni, 2001). El sabor es una de las caracteristicas mas importantes que
afectan la calidad del fruto y esta mayormente controlado por el nivel y radio de diferentes
azucares y acidos organicos (Kader, 2008); se miden como solidos solubles totales (SST) y
acidez total titulable (ATT) respectivamente. La relacion entre SST y ATT determina si el
sabor es aceptable para el consumidor (Kader, 2008; Gonzalez-Agliero et al., 2016). La
acidez se ha considerado uno de los atributos de calidad méas importantes en especies frutales

CcoOmMo manzana, uva, tomate (Sweetman et al., 2009; Etienne et al., 2013), citricos (Albertini
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et al., 2006) y en chirimoya (Mufioz et al., 2004; Gonzalez-Agiero et al., 2016). La
guandbana se caracteriza por aumentar su concentracion de acidos organicos durante la
maduracion, lo que lo hace un modelo de interés para estudiar la relacion entre la acidez y el

sabor del fruto.

Son varios los acidos organicos que se encuentran en el fruto de guanabana, de ellos el &cido
malico es el que mas se acumula durante la maduracion (Paull et al., 1983; Omoifo, 2004),
que es un metabolito central en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos en la
célula de los frutos (Wu y Chen, 2016). Los &cidos organicos usualmente se acumulan en las
etapas iniciales del desarrollo del fruto y se utilizan como sustratos de la respiracion durante
la maduracion del fruto (Diakou et al., 2000; Moing et al., 2001; Chen et al., 2009). Los
acidos proporcionan un poder reductor y suministran metabolitos que son fundamentales para
el equilibrio azlcar-acido de los frutos maduros y que también contribuyen a la biosintesis
de los aminoécidos, que son otro componente importante del sabor en frutos maduros
(lanneta et al., 2004). Durante la maduracion, los procesos de sintesis y catabolismo del acido
malico son de interés para la comprension metabdlica, asi como para la potencial mejora de
los cultivos a traves de practicas agricolas o moleculares. El objetivo del presente estudio fue
examinar genes tentativamente involucrados en el control de los &cidos malico y citrico que
se acumulan en el fruto de guanabana. Para este propoésito, se determinaron las variaciones
en la expresién durante la maduracion del fruto en relacién con la acumulacion de los acidos.
Aqui presentamos por primera vez evidencia de la relacion entre el aumento de la acidez y la
expresion de genes relacionados con las rutas de los &cidos mélico y citrico en frutos de

guanabana.

Otro de los cambios que ocurren durante la maduracion de los frutos, es el cambio de textura
que ocurre por la degradacion de la pared celular, lo que es el principal problema en el fruto
de guanabana, presentando un exceso de ablandamiento conforme avanza la maduracion, lo
que limita su exportacion y el tiempo de almacenamiento (Jiménez-Zurita et al., 2017). Las
proteinas de la pared celular conocidas como expansinas debilitan las paredes celulares
mediante la ruptura reversible de los enlaces de hidrogeno desarrollados entre las
microfibrillas de celulosa y los polisacaridos de la matriz (McQueen-Mason y Cosgrove,

1994). En el fruto de chirimoya ya existen reportes sobre la expresion de genes relacionados
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con la pared celular (Shen et al., 2009; Li et al., 20009; Liu et al., 2016), sin embargo, en

guanébana no se han reportado este tipo de estudios.

Para realizar un analisis de expresion génica se utilizé la transcripcion reversa en tiempo real
0 reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-qPCR o qPCR) que se ha vuelto
ampliamente utilizada en especies vegetales no modelo. Dada la alta sensibilidad de este
método, es necesaria la normalizacién utilizando genes de referencia. En este estudio se
selecciond el gen ubiquitina como gen de referencia (Berumen-Varela et al., 2019 datos sin
publicar) y los genes que se estudiaron en el proceso de maduracién fueron expansina (EXP),
malato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-MH) y citrato sintasa mitocondrial
(CSM), se examino0 la tendencia en su expresion durante tres fases de maduracion usando
gPCR la cual se compar6 con los cambios en la ATT y en la firmeza. Los resultados obtenidos
nos permitieron inferir que las enzimas NAD-MH y CSM juegan papeles importantes en el
aumento de acidez en frutos maduros y que EXP influye en el ablandamiento de los frutos

maduros.

4.4. Materiales y Métodos

4.4.1. Sitio experimental, material vegetal y tratamientos

En Compostela, Nayarit, se cosecharon frutos en madurez fisiologica y se transportaron a la
Unidad de Tecnologia de Alimentos de la Universidad Auténoma de Nayarit. Se
seleccionaron descartando aquellos con dafios mecanicos, fisicos y fitopatoldgicos. Se
almacenaron 30 frutos en refrigeracion (15 °C, T15) y 20 frutos a temperatura ambiente (28
°C, TA) donde se dejaron madurar hasta alcanzar la madurez de consumo. Se tomaron
muestras de pulpa de 5 frutos al azar cada tres dias hasta antes de la senescencia. La pulpa se
tomd con un sacabocados de 1 cm de diametro, se cortd en discos de 1 cm de altura que
fueron depositados en un tubo cénico para centrifuga Falcon de 15 ml estéril y se agregaron
5 ml de RNAlater (Sigma). Inmediatamente se congeld cada tubo en nitrégeno liquido y se
almacend a -80 °C hasta su uso. Los estados de madurez se denominaron madurez fisiologica
0 DO, (dia del corte); madurez intermedia o D3 (3 dias después del corte) y madurez de
consumo 0 D6 y D9 (6 y 9 dias después del corte, respectivamente).
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4.4.2. Parametros de madurez de los frutos

Se pesaron 40 g de pulpa de 5 frutos elegidos al azar que se incorporaron hasta formar una
mezcla homogénea. De esta mezcla se obtuvo un jugo utilizado para determinar SST, ATT
y pH. Los SST se midieron con un refractdmetro digital (Hanna Instruments, HI96801). La
ATT se midi6 titulando 10 ml del jugo con NaOH 0.1N en presencia de fenolftaleina y el
contenido de acido maélico se calcul6 por 100 ml de jugo (AOAC, 2005). El pH se midi6 con
un potenciometro HI2210 (Hanna Instruments). La firmeza se evalu6 con un penetrometro
digital (SSEYL GY-4 Digital Fruit penetrometer) midiendo la fuerza necesaria para penetrar
la céscara; la cuantificacion se realizé midiendo dos puntos opuestos de la parte ecuatorial

del fruto y en un punto cercano al pedunculo.
4.4.3. Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo a partir de 75 mg de tejido de mesocarpio congelado y pulverizado
con nitrégeno liquido en mortero, de las muestras en DO (madurez fisiol6gica), D3 (madurez
intermedia), D6 y D9 (madurez de consumo) utilizando dos réplicas bioldgicas de cada
estado de madurez para cada condicidn de almacenamiento (TA y T15). Para la extraccion
se utilizo el kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI RNA total fue cuantificado en un espectrofotémetro Synergy HT/Take3
(BioTek Instrument Inc.). Se verificé su calidad calculando los radios de absorbancia
260/280 y 260/230. La pureza se inspecciond visualizando bajo luz UV las bandas
ribosomales por electroforesis de geles de agarosa al 1.5% con 1X TBE tefiidos con SYBR™
Gold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific).

4.4.4. Seleccion de genes y disefio de primers

Actualmente no existe un genoma de referencia para el fruto de guandbana. Sin embargo,
existen secuencias ya publicadas y de libre acceso
(https://sites.google.com/a/ualberta.ca/onekp/) de hoja de guandbana (Matasci et al., 2014).
Dichas secuencias fueron descargadas y convertidas a base de datos mediante el comando
makeblastdb, esto con el fin de encontrar secuencias de los genes de interés (pared celular y

metabolismo secundario).

Se disefiaron primers de acuerdo a regiones conservadas de otras especies climatéricas, como
chirimoya (Gonzalez-Aguero et al., 2016), mango y tomate (Genbank NCBI y Sol Genomics
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Network). Los genes seleccionados fueron expansina (EXP) relacionado con el
ablandamiento de la pared celular (Li et al., 2009, Shen et al., 2009), malato deshidrogenasa
dependiente de NAD (MDH-NAD) que interviene en la ruta del acido malico y citrato sintasa
mitocondrial (CSM), enzima de la ruta del acido citrico (Gonzalez-Aguero et al., 2016). Con
las secuencias de guanabana que presentaron alta homologia se realiz6 un BLAST en
GenBank para confirmar que estos genes tienen un alto porcentaje de homologia y disefar
los primers con las regiones mas conservadas. Se empled la misma estrategia para la
seleccion del gen de referencia ubiquitina (UBC) que se utilizd como gen normalizador. Los
primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT, Tucson, AZ). Las
secuencias forward y reverse de los primers, la temperatura de fusion (Tm) y el tamafio del

amplicén se muestran en el Cuadro 4.1.
4.4.5. Sintesis de DNA complementario (cCDNA)

La primera hebra de cDNA se obtuvo por transcripcion reversa del RNA total utilizando el
SuperScript ® Il First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para cada muestra y su réplica, el master mix se preparé en
microtubos libres de nucleasas, conteniendo 400 ng de RNA, 50 ng de hexameros aleatorios,
10 mM dNTPs mix y agua MilliQ para llegar a un volumen final de 10 uL. Se incubé a 65
°C por 5 min para desnaturalizar el RNA y el microtubo se enfri6 en hielo por 1-2 min. En
el siguiente paso se agregaron 200 U de la enzima SuperScript® Il RT, 1X RT buffer, 100
mM MgCl,, 40 U de RNaseOUT y 0.2 M DTT a cada tubo, para un volumen final de 20 uL.
Cada microtubo se agit6 en vortex para mezclar bien y se centrifugd brevemente para llevar
todo el contenido al fondo del tubo. Posteriormente se incubd a 25 °C por 10 min seguido de
50 min a 50 °C. La terminacion de la reaccion se llevo a cabo a 85 °C por 5 min y posterior
enfriamiento sobre hielo. La reaccion se centrifugd brevemente y se realiz6 digestion de RNA

residual con 2 U de RNase H por 20 min a 37 °C. Se almacen0 a -20 °C hasta su uso.
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Cuadro 4.1. Lista de primers disefiados para el analisis del nivel de expresion mediante PCR

cuantitativo en tiempo real (qPCR).

Nombre Secuencia z;rg) Arrzglt;;:on
ExplGua-Fw CTCAGTACAGGGCTGGAATC 55 107
ExplGua-Rv CACTCCTACTTCAACCTGGTC 55

NAD-MHGua-Fw GTTGATGCTGCATTTCCTCTTC 55 100
NAD-MHGua-Rv TGTTATGGTTGGTGGGTTCC 95

Citra-sinGua-Fw TGACCATGAGGGTGGAAATG 55 117
Citra-sinGua-Rv TTTAGCTGGTCCACTTCATGG 55

UBC-cheri-Fw AACCTCTATCCAGTCTCTCCTC 55 128
UBC-cheri-Rv TGAGATAGTGGAGCAGAGCT 55

4.4.6. Amplificacion del cDNA

Las librerias de cDNA se utilizaron posteriormente en ensayos de PCR para comprobar una
amplificacion consistente con los primers disefiados. Para esto se utilizO el REDTaq
ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl. (Sigma). El master mix se prepard a un volumen
final de 10 uL, conteniendo 1.3 uL de cDNA de la reaccion anterior (aproximadamente 200
ng), 0.4 uM de los primers forward y reverse de cada gen candidato, 1X RedTaq ReadyMix
y agua PCR. Los programas de PCR incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C
por 5 min, seguido por 40 ciclos de 94 °C por 45 s, 55-56 °C (dependiendo de la temperatura
de alineamiento del primer) por 30 s,y 72 °C por 30 s, y un paso final de extension a 72 °C
por 10 min. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador T100 (Bio-
Rad). Los productos de PCR se verificaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con
1X TBE, tefildos con SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific).
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4.4.7. Analisis de expresion diferencial por gPCR

Para el analisis de la expresion de los genes relacionados al metabolismo de los acidos
organicos y el ablandamiento en guanabana, se realizaron ensayos de gPCR utilizando el
cDNA sintetizado y los primers disefiados anteriormente. Se analizaron los genes que
codifican para las enzimas NAD-MH, CSM y EXP en el equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN).
Las reacciones de PCR se hicieron por triplicado usando el Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific) bajo las siguientes condiciones: 20 ng de
cDNA molde, 1X SYBR Green Master Mix, 0.5 uM de primer forward y reverse, y agua
grado PCR hasta un volumen final de 20 uL. Para cuantificar los transcritos amplificados se
utilizo el programa por default Rotor-Gene Q Series Software (QIAGEN) ver. 2.3.1 a través
de la interpolacion de una curva de calibracion generada a partir de diluciones de
concentracion conocida del respectivo gen de estudio. Se incluyeron controles sin presencia
de cDNA vy los resultados se normalizaron con los niveles de expresion de UBC. EI cambio

en la expresion se calculé por el método de Pfaffl (22¢Y) (Pfaffl, 2007).
4.4.8. Andlisis estadistico

Los valores de SST, ATT, pH, firmeza y el perfil de expresion de los transcritos se
compararon mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via con un p<0.05, utilizando
el programa GraphPad Prism 6 Software. Se utilizé un disefio completamente al azar y se
determind si existian diferencias significativas mediante una prueba de comparacion multiple
de LSD (Least Significant Difference).
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4.5. Resultados y Discusion

4.5.1. Atributos de calidad postcosecha de frutos de guanabana

Con el fin de determinar la maduracion de los frutos de guanadbana se evaluaron los
parametros pH, firmeza, acidez total titulable (ATT) y sélidos solubles totales (SST). En

conjunto, estos parametros ayudan a determinar el estado de madurez de los frutos.

pH. De acuerdo con la Norma Colombiana Icontec (2003) la guanabana se clasifica como un
fruto &cido y para considerar que el fruto ha alcanzado la madurez de consumo debe tener un
valor minimo de pH de 3.38. En aquellos frutos almacenados a TA el pH disminuy6 desde
5.73 (DO0) hasta 3.84 (D6), valor similar a los reportados Jiménez-Zurita et al. (2016) y Ledn
Méndez et al. (2016) en frutos que alcanzaron la madurez de consumo. Por otro lado, en
aquellos frutos que se almacenaron a T15, el pH bajé, hasta 3.63 (D6). Aunque se han
realizado estudios probando la temperatura de refrigeracion (Espinosa et al., 2013; Jimenez-
Zurita et al., 2017) ninguno de estos reporta valores de pH en madurez de consumo. En la
Figura 4.1b se observa que en los primeros 3 dias, la disminucion de pH es mas notoria en
los frutos a TA, a diferencia de los frutos T15, en los que la disminucion ocurre entre los 3 y
6 dias despues de la cosecha. Esto nos indica que la temperatura de almacenamiento no afecto
la acidez final en madurez de consumo y los frutos, ademas de aumentar su vida de anaquel,
llegaron a los valores de pH esperados. Jiménez-Zurita et al., (2017) reportaron resultados
similares y concluyeron que T15 aumenta por tres dias la vida de anaquel. La disminucion
de pH coincidié con el aumento en la ATT. La disminucion de pH se ha atribuido a la
acumulacion de iones H+ debido a la gran cantidad de &cidos organicos suplementarios que
se pueden encontrar en forma no ionizada, y cuando son liberados de la vacuola, permanecen
en el citoplasma y se miden como iones H+ libres en la pulpa del fruto (Gutierrez et al.,
1994).
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Figura 4.1. (a). Comportamiento de los solidos solubles totales durante la vida
postcosecha de los frutos de guandbana almacenados a 15 y 28 °C. Las barras
verticales indican la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre tratamientos en el mismo dia después de la
cosecha. (b) comportamiento del pH durante la vida postcosecha de los frutos de
guanabana almacenados a 15y 28 °C.

Sélidos solubles totales (SST). El patron observado en el comportamiento del pH se repite
en el comportamiento de los SST. Es decir que, se observo un aumento de SST en los frutos
sometidos a ambos tratamientos. El aumento es mas marcado entre los dias0Oa3a TAyen
aquellos a T15 es entre los dias 3 y 6, donde se acentua la acumulacion de SST y se mantiene
hasta 9 dias después de la cosecha. Se considera que los frutos de guandbana en madurez de
consumo tienen un minimo de SST de 13.5 °Brix (NTC Icontec, 2003). Los frutos que fueron
almacenados a TA alcanzaron los 15.1 °Brix, valores entre los reportados por Jiménez-Zurita
etal. (2016) y Leon Méndez et al. (2016) (16.6 y 14.10 °Brix, respectivamente); y en aquellos
almacenados a T15 se llego a los 15.8 °Brix, valor similar al reportado por Jiménez-Zurita et
al. (2017) en frutos almacenados por 4 dias a 15 °C y 4 dias posteriores a 22 °C. Con estos
resultados podemaos inferir que manteniendo los frutos a 15 °C continda la acumulacion de
azucares, lo que indica que la temperatura en frio no afectaria las rutas de sintesis de azUcares,
que se producen principalmente a partir de la hidrolisis de almidén durante el pico
respiratorio (principalmente sacarosa, glucosa y fructosa) (Badrie y Schauss, 2010; Marquez-
Cardozo et al., 2012). Por otro lado, el decremento de los SST a partir del dia 6 podria ser el
resultado de la utilizacién de estos azlcares como sustratos respiratorios (DeMan, 1999;
Kader, 2002). En nuestro estudio, los frutos almacenados a T15 resultaron ser mas dulces

que aquellos almacenados a TA. Sin embargo, trabajos previos de Espinosa et al., 2013 y
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Jimenez-Zurita et al., 2017 reportan el comportamiento contrario. Asi mismo, Vishnu
Prasanna et al., (2000) reportaron que los valores de SST de frutos de anona fueron mas altos
en aquellos almacenados a 25 °C que en aquellos almacenados a 15 °C. La acumulacion de
azucares esta relacionada con la acumulacion de &cidos organicos cuando los frutos estan
alcanzando la maduracion. En esta etapa los aztcares abandonan el papel de ser la principal
fuente de carbono para el metabolismo energético. EI malato liberado de la vacuola durante
la maduracion tiene el potencial de cumplir esta funcion, y puede hacerlo a través de la
participacion en la gluconeogénesis, la respiracion y biosintesis de compuestos secundarios
(Sweetman et al., 2009). De acuerdo con otros autores, es probable que la funcion de la
gluconeogénesis no sea aportar la acumulacion de azlcares, sino otros papeles metabdlicos
(Famiani et al., 2016).

Acidez total titulable (ATT). Los frutos presentaron un aumento de ATT durante su
maduracion. Los frutos almacenados a TA mostraron niveles mayores de acidez que aquellos
almacenados a T15 (de 0.13% a 0.92 y 0.71%, respectivamente) a los 6 dias después de la
cosecha, observandose una ligera disminucion en el dia 9 (Figura 4.2). Estos valores son
superiores a los reportados por otros autores. En frutos almacenados a TA, Espinosa et al.
(2013) reportaron un aumento de 0.09% a 0.85%; Le6n Méndez et al. (2016) reportaron un
aumento de hasta 0.87%; y Jiménez-Zurita et al. (2017) un aumento de hasta 0.96%. En
frutos almacenados a T15 Espinosa et al. (2013) reportaron un aumento hasta 0.67%; y
Jiménez-Zurita et al. (2017) hasta 0.68% a los 10 y 8 dias después de la cosecha,
respectivamente. EI aumento en la acidez se puede atribuir a la produccion de acidos
organicos como lo han reportado Paull et al. (1983) y Omoifo (2004) via la carboxilacion del

acido piravico y la sintesis de acido malico (Paull, 1982).

Paull et al. (1983) identificaron un aumento de 7X en el contenido de acido malico, mientras
que el contenido de acido citrico solo aument 3X. Por lo tanto, concluyeron que es el aumento
de acido malico el que contribuye significativamente al sabor &cido del fruto. Ambos &cidos
mostraron el mayor pico de concentracion a 3 y 4 dias después de la cosecha y después
disminuyeron (Pareek et al., 2011). De igual manera, Omoifo (2004) encontré que los acidos
presentes en mayor cantidad en jugo de guanabana son el acido malico y el &cido citrico. A

pesar de que en este trabajo no se identifico la presencia de los acidos organicos, con la
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evidencia presentada en los estudios mencionados, podemos establecer que el acido malico

es el que confiere el aumento en la acidez en los frutos de guanabana de este trabajo.

Los acidos organicos se acumulan durante el desarrollo del fruto. Paull (1998) reporto que el
contenido de &cido malico comienza a aumentar a los 2 dias después de la cosecha y aumenta
3x durante la maduracion. Los acidos organicos y son consumidos como sustratos de la
respiracion en la glicolisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) mayormente durante
el pico climatérico; estos acidos también sirven como sustratos de la gluconeogénesis durante
la maduracién (Etienne et al., 2013), por lo que después del pico climatérico se presenta una
disminucion en la ATT (Etienne et al., 2013).

Se ha reportado que en los frutos almacenados en refrigeracion la acidez aumenta en menor
medida que en aquellos almacenados a temperatura ambiente (Espinosa et al., 2013; Jiménez-
Zurita et al., 2017). Esto coincide con nuestros resultados. Los frutos almacenados a TA
aumentaron 8X los niveles de ATT entre DO y D3, con una ligera disminucion entre D3 y
D6; al final de su vida postcosecha tuvieron un aumento neto de 7X. Por otra parte, los frutos
almacenados a T15 aumentaron solo 2X la ATT entre DO y D3 y el maximo aumento, de
5.5X, ocurrio al D6, seguido de una ligera disminucion de D6 a D9, por lo que al final de su
vida de anaquel presentaron un aumento total de 4X. La disminucién de pH esta
correlacionada con el aumento de ATT (Paull et al., 1983). Como se observa en las Figuras
4.1b y 4.2, el cambio de pH y ATT es inversamente proporcional. Esta relacion fue

consistente en cada dia de la medicién.

Firmeza. Otro de los mayores cambios observados durante la maduracién fue la continua
disminucion en la firmeza de los frutos, cambio que ocurri6 rapido en los frutos madurados
a TA 'y fue gradual en los frutos a T15 (Figura 4.4). En DO el valor promedio de la firmeza
fue de 240.23N y 6 dias después, los frutos a TA disminuyeron un 91.1% de su firmeza (hasta
21.3N) y los de T15, un 85.6% (hasta 34.4N). En los frutos a TA el cambio mas drastico y
estadisticamente significativo ocurrié entre DO y D3, pues en este periodo disminuyeron un
85.7% (a 34.4N) su firmeza, a diferencia de los almacenados a T15, que en este periodo su
firmeza disminuyd solo el 8.3% (a 220.0N); dicho en otras palabras, la firmeza de los frutos
a TA disminuy6 10X mas rapido en los primeros tres dias después de la cosecha que los

almacenados a T15. Esto indicaria que el proceso de madurez fue retardado cuando los frutos
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se almacenaron a T15. Por otro lado, en el periodo entre D3 y D6, los frutos a T15 presentaron
una notable pérdida de firmeza de 84.4% (Figura 4.4), mientras que los frutos a TA perdieron
solo el 6%. En D6 los frutos de ambos tratamientos alcanzaron su punto mas bajo de firmeza
sin diferencia significativa entre ellos (21.3N TA y 34.4N T15, p<0.05). La pérdida de la
firmeza ha sido atribuida a la degradacién de la celulosa, las pectinas y otros carbohidratos
de la estructura de la pared celular (Gutierrez et al., 2007). Lima et al. (2006) reportaron que
el ablandamiento en frutos de guanabana almacenados a 26 °C ocurrid significativamente de
los dias 2 al 4 de almacenamiento coincidiendo con el aumento de actividad de las enzimas
amilasa, pectin metilesterasa, poligalacturonasa y B-glucosidasa. En 2009, Shen et al.,
revelaron la presencia de expansinas con diferentes niveles de expresion durante la
maduracion y el ablandamiento de frutos de chirimoya almacenados a diferentes

temperaturas.

Después de 6 dias de almacenamiento a T15, los frutos no presentaron dafios por frio ni
oscurecimiento, se volvieron ligeramente mas firmes sin diferencia significativa (de 34.4N a
39.9N, p<0.05), se volvieron menos dulces y menos acidos. Vishnu Prasanna et al. (2000)
reportaron un patron similar en el proceso de maduracion en frutos de saramuyo (Annona
squamosa) almacenados a bajas temperaturas (10° y 15 °C). Espinosa et al. (2013) reportaron
que los frutos mantenidos en refrigeracién redujeron la tasa de pérdida de la firmezay en D9
a 16 °C los valores bajaron hasta 5.1N e indicaron que la refrigeracién reduce la actividad
enzimatica ya que la pérdida de la firmeza fue gradual en los primeros 6 dias. Resultados
similares se reportaron en saramuyo, chirimoya y guandbana (Bolivar-Fernandez et al., 2009;
Shen et al., 2009; Jiménez-Zurita et al., 2017).

La maduracion en frutos de guandbana se caracteriza por la presencia de picos respiratorios
y de produccidn de etileno, acompafiados de un aumento en la concentracion de SST y en la
ATT, asi como de la disminucién en el pH, el peso y la firmeza (Marquez-Cardozo et al.,
2012; Jiménez-Zurita et al., 2017). Los resultados de las variables evaluadas en este trabajo
(pH, SST, ATT vy firmeza) mostraron que los frutos evaluados presentaron este patron
caracteristico de aumento en SST y ATT y disminucion de pH y firmeza. En base a estos
resultados, se utilizo el material vegetal obtenido para la evaluacion de expresion de genes
vinculados a la sintesis de &cidos organicos y el ablandamiento.
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4.5.2. Analisis de la expresion de genes relacionados con el acido citrico y el acido
malico

La expresion relativa de NAD-MH y CSM durante el proceso de maduracion se detectaron
por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) usando ubiquitina como gen de referencia. Se
observd un aumento en la expresion del gen NAD-MH. La enzima NAD-MH es la
responsable de la sintesis del a&cido malico a partir de oxalacetato en el citoplasma de la célula,
relacionandose asi con el aumento observado del acido malico (Famiani et al., 2015). En los
frutos almacenados a TA, los niveles de NAD-MH mostraron un aumento progresivo a lo largo
del proceso de maduracién (Figura 4.2a). Entre DO y D3 present6 un aumento de 2X en el nivel
de expresion, seguido por un drastico aumento hasta sobreexpresarse 10.6X con respecto a los
niveles de expresion iniciales. Por otro lado, en los frutos almacenados a T15 se observd un
aumento paulatino en la expresion de este gen. El aumento en los niveles de expresion entre D3
y D6 (1.6X) y entre D6 y D9 (1.48X) no mostraron ser significativamente diferentes entre ellos;
sin embargo, hay diferencia significativa en los niveles de expresion de D6 entre tratamientos, lo
que coincide con los resultados de Gonzalez-Aguero et al. (2016) en frutos de chirimoya. En este
punto, los frutos de guandbana estaban en madurez de consumo con buenos atributos de calidad.
En los siguientes 3 dias, los frutos a T15 continuaron con la maduracion y mantuvieron estos

atributos.

- 28°C
- 15°C

1.04

0.5

Acidez titulable (%)

0.0 T T T T

Dias de almacenamiento

Figura 4.2. Comportamiento de la acidez titulable en frutos de guanabana después de la
cosecha almacenados a 15° y 28 °C. Las barras verticales indican la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)
entre tratamientos en el mismo dia despues de la cosecha.
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Figura 4.3. (a). Expresion relativa de NAD-MH y (b) expresion relativa de CSM, durante la
maduracion poscosecha de frutos de guanabana. Los datos representan la media
de tres réplicas. Las bandas verticales corresponden a la desviacion estandar.
Niveles de significancia: ***= P < 0.001, **= P < 0.01, *= P < 0.05. Ausencia
de * indica que no hay diferencia significativa por ningn medio.

Algunos estudios han vinculado el aumento en la sintesis de &cido malico con el aumento de
la tasa de respiracion; sin embargo, este patrén no puede explicarse por la clasificaciéon de
los frutos en climatéricos y no climatéricos (Sweetman et al., 2009). Frutos climatéricos
como ciruela y tomate parecen utilizar el acido malico durante el pico respiratorio
(Goodenough et al., 1985; Kortstee et al., 2007; Singh y Singh, 2008), mientras que otros
como el mango y el platano contintdan acumulandolo durante la maduracién, incluso en la
etapa climatérica (Selvaraj y Kumar, 1989; Agravante et al., 1991). Gonzalez-Aguero et al.
(2016) reportaron un aumento de ATT coincidente con el pico respiratorio en frutos de
chirimoya. Ademas, indicaron que hay una correlacion directa entre la acumulacion de los

transcritos del gen AcNAD-MDH, la actividad enzimatica de NAD-MDH y el aumento del
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acido malico durante la maduracién. Estos resultados son consistentes con el aumento en la
expresion de NAD-MH de este estudio (Figura 4.3a). Sin embargo, la ligera disminucion en
la ATT (Figura 2) al final de la maduracion no es consistente con los niveles de expresion de
NAD-MH, que codifica la enzima encargada de sintetizar malato a partir de oxalacetato
(OAA). Gonzélez-Aglero et al. (2016) reportaron que el gen AcNADP-ME aumentd su
expresion en los primeros 5 dias después de la cosecha, seguido de una ligera disminucion
en el dia 8 y volvié a aumentar a los 10 dias después de la cosecha en frutos de chirimoya y
que el mismo patrén se present6 en la concentracion del &cido méalico. Chen et al. (2009)
reportaron que NADP-ME podria jugar un papel importante en la disminucién de la
concentracion en acido malico durante la maduracién de nispero, lo que difiere de las
observaciones de Saradhuldhat y Paull (2007), quienes describieron que no hay correlacion
de esta enzima con el cido malico en frutos de pifia. Para la regulacion del metabolismo del
acido malico y, por consiguiente, para la regulacion del pH citoplasmaético, la velocidad a la
que se produce el acido malico a través de las enzimas citosélicas fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC) y malato deshidrogenasa (MDH) debe coincidir estrechamente con la
tasa de descarboxilacion de malato por la enzima maélica citosolica dependiente de NADP
(NADP-ME) que cataliza la reduccion de oxaloacetato a malato. Esta reaccion es importante
para mantener estable el metabolismo celular (Mufioz et al., 2004). Otras posibles
explicaciones al patrén observado en nuestro estudio seria 1) que el aumento en la expresion
de NAD-MH no se ve reflejado en la ATT (que disminuye) al final de la maduracion porque
el &cido malico que se acumulé en la vacuola durante el pico climatérico, esta siendo
degradado por la enzima NADP-ME (lo que aumentaria la expresion del gen NADP-ME) y
al final de la maduracién, al tratar de regular los niveles de acido malico almacenados en la
vacuola el gen NAD-MH aumentaria su expresion; o 2) porque pudiera existir alguna
regulacion post-transcripcional de NADP-ME. Esta teoria también se postula en manzana, en
donde se sugiere que existen una relacion entre el almacenamiento, la degradacion y la
sintesis (Yao et al., 2009). Ademas, variedades de manzana con alta acidez, muestran una
acumulacion vacuolar de &cido malico; en cambio variedades con baja acidez presentaban
una alta degradacion del &cido malico al no ser almacenado (Beruter, 2004). Etienne et al.
(2002) reportaron que Mdh1 tendio a expresarse mayormente en frutos maduros de durazno

de acidez normal (Fantasia) que en frutos de baja acidez (Jalousia) y que la concentracién de
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acidos organicos disminuy6 debido a la sintesis reducida y/o catabolismo aumentado de los

acidos organicos (Tucker, 1993).

Los genes involucrados en el metabolismo de los acidos organicos muestran una expresion
méas marcada en la maduracion que en las etapas tempranas del desarrollo, pero sus patrones
de expresidn no necesariamente se correlacionan con los cambios en el contenido de acidos

organicos (Etienne et al., 2002).

Respecto al metabolismo del acido citrico, el primer paso del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (CAT) es catalizado por la enzima citrato sintasa mitocondrial (CSM).
Nuestros resultados mostraron que durante la maduracion de los frutos a TA se observo un
ligero aumento del nivel de expresion de CSM (1.3x) entre DO y D3, seguido de una
disminucion entre D3 y D6 (Figura 4.3b). Estos datos no fueron significativamente diferentes.
Por otra parte, en los frutos madurados a T15 se observé una disminucién gradual de la expresion
de CSM, sin embargo, este cambio tampoco presenta diferencia significativa en sus niveles de
expresion. En otras palabras, la expresion de CSM, que codifica la enzima encargada de la sintesis
de &cido citrico, mantiene constante su expresion desde el inicio hasta el final de la vida
poscosecha de frutos de guanabana. Etienne et al. (2002) reportaron que la abundancia de los
transcritos de CS en frutos maduros de durazno de acidez normal (Fantasia) alcanzé su punto
méaximo 20 dias después del pico de acido citrico. De manera similar, el nivel de acido citrico
no se correlaciond con la expresion de CS en frutos de toronja (Canel et al., 1996). En frutos
de guanabana no se ha encontrado informacion relacionada con el metabolismo del acido citrico.
Sin embargo, en chirimoya se ha reportado que el aumento en la concentracion de &cido citrico
(hasta 5X durante la maduracion; mientras que el &cido malico solo aumenta 2X) esta
acompafiado por una elevada actividad de citrato sintasa (CS) y la expresion del gen Ac-mCS
(Gonzélez-Aglero et al., 2016). Con esos resultados concluyeron que mCS tiene un papel
importante en la biosintesis del acido citrico. Sin embargo, aunque en nuestro trabajo no medimos
las concentraciones de los acidos malico y citrico, con nuestros hallazgos podriamos proponer
que el &cido citrico no influy6é de manera determinante en la acidez de los frutos de guanébana,
lo cual coincide con lo reportado por Paull et al. (1983) quienes determinaron que el acido
malico aumentd 7X, en cambio el contenido de &cido citrico solo aumento6 3x; y concluyeron

que el &cido malico contribuye significativamente al sabor &cido del fruto.
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Asi mismo, Gonzalez-Agliero et al. (2016) reportaron que los genes ACACON y AcATP-CS
involucrados en la degradacion del acido citrico, aumentan su expresion en las etapas finales de
la maduracion (D8). Morgan et al. (2013) indicaron que el aumento en &cido citrico y la
disminucién de aconitasa (ACO) son proporcionales en lineas de tomate transgénicas, lo que
sugiere que la actividad de ACO es determinante, ya que no solo afect6 los niveles de &cido
citrico, sino que llevo a un aumento sustancial de &cido méalico y una disminucion de acidos
succinico y fumarico en frutos maduros. Respecto al gen ACATP-CS, que también participa en
la degradacion del acido citrico, Gonzalez-Aguero et al. (2016) reportaron que su expresion
se incrementd mientras que el contenido de acido citrico disminuyo. Ellos proponen que el
aumento en la expresion de ACATP-CS se relaciona con la actividad enzimatica de ATP-CS
que se ha reportado previamente en la maduracion de mango (Mattoo y Modi, 1970). Es
decir, que el aumento de la actividad enzimatica de ATP-CS podria desviar el metabolismo
del citrato del CAT hacia el suministro de acetil-CoA 'y OAA para otras vias metabolicamente
activas durante la maduracion de los frutos (Giovannoni, 2004). Estudios previos en durazno
(Etienne et al., 2002) y melon (Tang et al., 2010) han demostrado que los patrones de
expresion de los genes involucrados en el metabolismo de los &cidos organicos no estan

necesariamente correlacionados con los cambios en el contenido de acidos organicos.

La relacion expresion — sintesis — acumulacion nos puede ayudar a explicar que al no haber
diferencias en la expresion de CSM en la maduracion de frutos de guanabana, ya que al no
haber un aumento en la expresion de CSM, no aumenta la actividad enziméatica de CSM, por
lo tanto, no se acumula acido citrico y hay una disminucion de ATT, ya que el &cido malico
sintetizado en esta etapa esta siendo almacenado en la vacuola. Si bien la acumulacion de
acido malico estaria relacionada con el almacenaje vacuolar, otros estudios demuestran que
la concentracion de &cido citrico estaria siendo determinada principalmente por la respiracion
del fruto, siendo su sintesis la principal via de acumulacion en frutos (Etienne et al., 2013)
via CAT. Aun asi, las tasas de sintesis y degradacion de los acidos organicos no se atribuyen
a las tasas globales de respiracion celular (Perotti et al., 2014). Ademas, durante el desarrollo
de los frutos, el mecanismo de sintesis, degradacion y el proceso de acumulacién de los
acidos organicos en la célula no solo esta regulado por un solo gen o via, sino por una red
reguladora compleja. En el futuro, las técnicas de transcriptdbmica, protedmica vy

metabolomica se podrian utilizar para ahondar en la red regulada de los genes centrales,
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analizar los factores relacionados y la modificacion del DNA para el transporte y la

acumulacion de acidos organicos en las células de los frutos (Li et al., 2016)

Efecto de la temperatura. Las modificaciones en el metabolismo de los &cidos organicos en
respuesta a la temperatura probablemente se deben al impacto de la temperatura en las
velocidades de reaccion de la glucdlisis y del CAT (Araujo et al., 2012) al modificar las
actividades enzimaticas (Lakso y Kliewer, 1975) y también las propiedades cinéticas de los
sistemas de transporte mitocondrial involucrados (Halestrap, 1975). En este estudio se
observé que en los frutos almacenados a T15 presumiblemente se retard el pico respiratorio
y la serie de eventos que ocurren simultaneamente, ya que a esta temperatura los cambios
caracteristicos de la maduracion ocurrieron 3 dias después que en aquellos mantenidos TA.
Reportes previos realizados en frutos de guanabana almacenados a temperaturas de
refrigeracion permitieron observar que T15 retrasa 3 dias la maduracién (Jiménez-Zurita, et
al., 2017).

El aumento de la temperatura de los frutos durante la maduracion disminuye su contenido de
acidos del ciclo de Krebs mediante el incremento de la tasa de varios procesos metabolicos.
En los frutos, el aumento en la temperatura incrementa la tasa de su metabolismo, y por lo
tanto, el consumo de compuestos, tales como los azucares y &acidos del ciclo de Krebs
almacenados que sirven como sustratos metabdlicos (Famiani et al., 2015). La temperatura
afecta diversas rutas, por ejemplo, la respiracion y la sintesis de metabolitos secundarios
(Ruffner, 1982; Pereira et al., 2006). Asimismo, se ha propuesto que el incremento en la
temperatura podria alterar el transporte de malato y citrato en el tonoplasto, resultando en la
disminucion en su contenido vacuolar y mas malato/citrato estaria disponible en el citosol
para usarse en el metabolismo (Etienne et al., 2013). Los niveles de transcripcion de varios
transportadores de dicarboxilato/tricarboxilato incrementaron con temperaturas altas (Rienth
et al., 2014), sugiriendo y respaldando importacion incrementada de malato al interior de la

mitocondria para la respiracion (Famiani et al., 2015).
4.5.3. Analisis de la expresion de genes relacionados con el ablandamiento

La acumulacion de acidos organicos en los frutos difiere de otros procesos de desarrollo del
fruto bien conocidos, como la sintesis de etileno asociada a la maduracion y la degradacion

de la pared celular, que involucran genes especificos de la fruta altamente expresados
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(Callahan et al., 1993). Las expansinas (EXPSs) son proteinas de la pared celular sin actividad
hidrolitica que contribuyen al ablandamiento del fruto (Li et al., 2009). Se ha encontrado que
las EXPs estan involucradas en el ablandamiento de frutos de tomate (Rose et al., 1997;
Brummell et al., 1998; Cantu et al., 2008), fresa (Harrison et al., 2001), durazno (Hayama et
al., 2003), pera (Hiwasa et al., 2003), platano (Sane et al., 2007) y mango (Sane et al., 2005).
Sin embargo, no se ha confirmado si estas enzimas estan involucradas en la pérdida de la
firmeza durante la maduracion de frutos de guanabana. Para identificar si la expresion de
EXP esta correlacionada con la pérdida de la firmeza se midio la expresiébna TAy T15 y se
compard con la pérdida de la firmeza. En este estudio se midio la expresion de los transcritos
de EXP. En los frutos almacenados a TA, EXP presentd un incremento de 2X entre DO y D3
(Figura 4.5), lo que coincide con la disminucion dréstica de la firmeza en este periodo (Figura
4.4). Sin embargo, aunque hubo un aumento en la expresion de EXP entre D3 y D6, no se
observé diferencia significativa entre ellos, mismo patron que se observo en el
comportamiento de la firmeza en frutos de este tratamiento respecto a la disminucion de la
firmeza. Por otro lado, la expresién de EXP mostré una tendencia a la disminucion en frutos
a T15, los que presentaron una diferencia extremadamente significativa entre D3 y D6, y
muy significativa entre D3 y D9, sin embargo, no se observo diferencia significativa entre
D6 y D9.

300

- 28°C
-+ 15°C

200+

1004

Dias de almacenamiento
Figura 4.4. Comportamiento de la firmeza durante la vida postcosecha de los frutos de

guanabana almacenados a 15 y 28 °C. Cada punto representa la media de 5 observaciones y

las barras verticales su error estandar.
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Figura 4.5. Expresion relativa de EXP, durante la maduracion poscosecha de frutos de
guandbana. Los datos representan la media de tres réplicas. Las bandas verticales
corresponden a la desviacion estandar. Niveles de significancia: ***= P < 0.001,
**= P < 0.01, *= P < 0.05. Ausencia de * indica que no hay diferencia
significativa por ningun medio.

Estos resultados nos indicarian que la expresion de EXP esta directamente relacionada con
el ablandamiento y el aumento en la acumulacion y en la actividad de las enzimas hidroliticas.
Se ha demostrado que un aumento en la acumulacién de mMRNA de EXP esté relacionada con
la pérdida de la firmeza en muchos frutos. Shen et al. (2009) revelaron la presencia de
multiples miembros de la familia del gen de la EXP con patrones diferenciales de expresion
durante la maduracion y el ablandamiento de frutos. Detectaron que la acumulacion de
MRNA de AcExp1l en frutos almacenados a 15° y 20 °C estuvo presente desde DO hasta D8,
tuvo un aumento directamente proporcional al aumento de temperatura y estaba
correlacionada con cambios en la firmeza. Por otro lado, bajo ambas condiciones la expresion
de AcExp2 se expresé a partir de D5 que indica que puede estar involucrada en una etapa
posterior del ablandamiento de la fruta. Y finalmente, la expresion de AcExp3 estuvo
estrechamente relacionada con el inicio del ablandamiento de la fruta (a partir de D3 a 15 °C
y del D4 a 20 °C) y hasta D8 en ambos tratamientos. Se ha propuesto que las EXP asociadas
a la maduracion podrian contribuir a la degradacion de la pared celular al permitir la
accesibilidad de otras proteinas modificadoras de la pared celular, como las hidrolasas,
poligalacturonasas y endopoligalacturonasas, a polimeros de la pared celular
estructuralmente importantes (Rose y Bennett, 1999). Esta hipdétesis fue respaldada por la

observacion de que las lineas de tomate transgénicas con niveles de expresion suprimidos o
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elevados de LeExpl, un gen de maduracion de los frutos especifico para EXP, mostraron
tasas alteradas de ablandamiento y despolimerizacion de diferentes clases de polisacaridos
de la pared (Brummell et al., 1999; 2002).

En general, las bajas temperaturas inhiben la maduracion y senescencia de los frutos y
retardan el ablandamiento (Li et al., 2010). Vishnu Prasanna et al. (2000) reportaron que la
firmeza de frutos de saramuyo (Annona squamosa) fue menor en aquellos almacenados a 20°
y 25 °C que en aquellos almacenados a 10° y 15 °C. Este fendmeno lo atribuyeron a que la
actividad de enzimas responsables de la degradacion de la celulosa y otras sustancias pécticas
disminuye a temperaturas reducidas, como lo habian postulado Tsay y Wu (1990) en la
misma especie. Brummell et al. (2004) reportaron que la firmeza de frutos de durazno
disminuye lentamente durante el amacenaje en frio, por lo tanto, la baja temperatura afecta
la actividad de numerosas enzimas modificadoras de la pared celular, con importantes
consecuencias para el metabolismo de las pectinas. Pavez et al. (2013) propusieron que la
lanosidad en duraznos seria causada por alteraciones en la actividad de las enzimas de la
pared celular durante el almacenamiento en frio, lo que afectaria el metabolismo de los
polisacaridos de la pared celular y llevaria a un desequilibrio en la degradacion de las
pectinas. Ademas, reportaron que las expanisnas y las endopoligalacturonasas son detectadas
al inicio de la maduracion y alcanzan su punto maximo en la etapa final. Lo anterior coincide
con nuestros resultados en los frutos de T15 en los que se observd que fue en la fase final
donde alcanzaron los valores méas bajos de firmeza, a diferencia de los frutos de TA que desde
la etapa temprana presentaron ablandamiento (Figura 4.4). Brummell et al. (2004) plantearon
que un ligero aumento en la polidispersidad de los glicanos de matriz con maduracién, en
lugar de la disminucién normal, puede ser una consecuencia del efecto inhibitorio del
almacenamiento en frio en ciertas actividades enzimaticas. Por otro lado, Li et al. (2009)
reportaron que el retraso de la maduracion en frutos de chirimoya (por la aplicacién de 1-

MCP) retard6 o suprimio la expresion de ACEXPs.

4.6. Conclusiones

Hasta donde tenemos entendido, este es el primer estudio que evalla la expresion de genes

relacionados con las rutas de los acidos organicos y el ablandamiento en frutos de guanabana
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ya que existe poca informacidn respecto a su metabolismo durante la maduracion. Se
encontraron diferentes niveles de expresion de los transcritos a lo largo de la maduracion
poscosecha de frutos de guanabana. EI aumento en la expresion de NAD-MH se pudo
correlacionar con el aumento en la acidez titulable. En cambio, la expresion de CSM se
mantuvo estable durante el proceso de maudracion, lo que permitiria proponer que NAD-MH
regula la sintesis de acido malico y que el mismo es el acido predominante durante la
maduracion de los frutos. Asi mismo, se pudo correlacionar el aumento en la expresion de
EXP con la disminucion de la firmeza. Nuestros resultados también mostraron que la
temperatura regula la expresion de los genes NAD-MH y EXP, en los cuales se ve disminuida
su transcripcién a T15. Los cambios en la expresién génica bajo los diferentes tratamientos
explican el aumento en la acidez titulable durante la maduracion de guandbana. Los datos
obtenidos de los cambios en la textura de los frutos estudiados sugieren que la expresion de
EXP esta directamente relacionada con el ablandamiento en frutos de guandbana y que la
aplicacion de bajas temperaturas disminuye o suprime su expresion y por lo tanto, retarda el
ablandamiento. El hallazgo mas relevante de este estudio es la evidencia de que, a nivel
transcripcional, T15 retarda la maduracion y el ablandamiento en hasta 3 dias sin afectar las
caracteristicas de calidad fisicoquimicas y organolépticas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Nuestro estudio ha proporcionado informacion de los perfiles de expresion de algunos genes
relacionados con la maduracion de frutos de guandbana bajo diferentes condiciones
postcosecha. El anélisis de expresion diferencial nos permitio identificar genes que estan
involucrados en dos eventos importantes en la maduracién de frutos de guanabana, que son
el ablandamiento y la acumulacion de acidos organicos. La informacion obtenida nos
permitié observar que el almacenamiento en frio modifico la abundancia del gen EXP
relacionado con el ablandamiento, pero no presentd influencia sobre la expresion de los genes
relacionados con la sintesis de acidos organicos. Es decir, que las expansinas juegan un papel
importante en el ablandamiento del fruto de guandbana, ya que observamos que su expresion
aumenta la maduracién. Sin embargo, es posible disminuir su accién aplicando bajas
temperaturas. Los frutos almacenados a 15 °C durante su maduracién mostraron ser menos
blandos que los almacenados a temperatura ambiente y conservaron su calidad poscosecha.
También pudimos establecer que el aumento en la acidez durante la maduracién, viene dada
por la acumulacion del &cido malico, sin que esta se vea afectada por la temperatura de
almacenamiento. Y finalmente, observamos que el acido citrico parece no tener una
contribucién significativa en la acidez del fruto de guandbana, indistintamente de la

temperatura a la que se almacenen los frutos durante su maduracion.

Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para comprender el efecto de la temperatura
sobre otras rutas metabdlicas y desarrollar aplicaciones practicas de manejo postcosecha para
reducir las pérdidas. Esto podria impactar en la produccidn regional para aumentar la vida de

anaquel y mantener la calidad de los frutos.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Este estudio ha explorado una nueva estrategia para prolongar la vida util de frutos de
guandbana y ha aportado nueva informacion sobre la comprension de la regulacion y la
expresion de genes durante la maduracién y ablandamiento. Sin embrago, es necesario
realizar mas experimentos para iluminar el mecanismo aun desconocido de la regulacion

transcripcional durante la maduracion de los frutos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion diferencial de genes involucrados en el
ablandamiento y las rutas de los acidos organicos bajo diferentes condiciones de temperatura
en el almacenamiento, por lo tanto, futuros experimentos para caracterizar los genes, la
actividad enzimatica, el transporte y la acumulacion de los metabolitos relacionados con las
rutas de los acidos organicos y el ablandamiento con mayor detalle, podrian ayudar a ampliar
la comprension de las rutas biosinteticas de la maduracion del fruto. Seria de interés continuar
con el estudio de genes relacionados al transporte vacuolar de estos acidos y como estos
estarian siendo regulados por la temperatura y la respiracién para asi complementar la
hipotesis de que la acumulacion de los acidos organicos seria por el almacenamiento
vacuolar. Por otra parte, seria de ayuda determinar si es que existe algun tipo de regulacion
post-traduccional que afectaria la actividad enziméatica cuando se somete a bajas

temperaturas.
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