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RESUMEN

El mango Ataulfo es un cultivar de origen mexicano con gran aceptacion en los mercados
internacionales, por sus caracteristicas atractivas y nutricionales. El proceso de maduracion de
este fruto ha sido y continta siendo estudiado tanto a nivel fisiologico, bioquimico y genético.
El mango es un fruto climatérico que tiene una maduracion rapida y corta vida de anaquel por
lo que se investiga como mantener su calidad por mas tiempo. Las enzimas de la sintesis del
etileno, son la 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico sintasa (ACS) y la 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico oxidasa (ACO). En plantas y frutos se han identificado
varios miembros de los genes que codifican para ACS y ACO. Ademas, a nivel molecular se
conocen algunos genes involucrados en la regulacién de la maduracion de frutos, entre ellos,
los factores de transcripcion que regulan la expresion de genes blanco. Dos de las familias de
factores de transcripcion mas importantes en la regulacion de la maduracion son las proteinas
MADS y HB. Recientemente, se obtuvo el transcriptoma del mango Ataulfo en el cual se
identificaron secuencias que codifican para proteinas MADS, HB-1, ACS y ACO. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la expresion de los factores de transcripcion MADS 'y HB-1, y de los
genes ACS y ACO durante la maduracion post-cosecha del mango. El patron de expresion de
MiMADSI y MiACS5 se mantuvo constantes hasta el dia 5 post-cosecha, siendo este el dia de
mayor expresion para ambos, sugiriendo una posible interaccion. En el caso del patron de
expresion para MiHB-1'y MiACOI2, se muestra un nivel de expresion mayor en el dia 3 post-
cosecha, sugiriendo también una posible interaccion. Estos andlisis proveen informacion
valiosa acerca de la regulacion de la maduracion de frutos de mango, la cual puede ser

utilizada en un futuro para mejorar su vida de anaquel.



I. INTRODUCCION

El proceso de maduracion de los frutos es de gran importancia por lo que ha sido
extensivamente estudiado a nivel fisioldgico, bioquimico y genético. La maduraciéon es un
proceso complejo el cual culmina en cambios en el color, textura, sabor, aroma del fruto, entre
otros. Uno de los factores que limitan el valor econdomico de algunos frutos es la corta vida de
anaquel, asociado a su corto periodo de maduracion. La maduracion acelerada en los frutos
puede llevar a un ablandamiento excesivo el cual resulta en su deterioro durante el transporte y
manejo. Un aumento en la vida de anaquel, ademas de ayudar a reducir las grandes pérdidas
post-cosechas, incrementaria la calidad de los frutos en términos de la frescura, lo cual es
favorable para el consumidor (Payasi y Sanwal, 2008).

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto clasificado como climatérico, que madura
répidamente una vez que ha sido cortado del arbol (post-cosecha) en su etapa de madurez
fisiologica (Ellong et al., 2015). Su popularidad ha llegado a ser muy importante para el
mercado internacional debido a su buen sabor, aroma, color atractivo y por sus propiedades
nutrimentales (Sivakumar et al., 2010). Los frutos climatéricos son caracterizados por un
incremento en su respiracion celular y en la produccion de etileno. El etileno, conocido
también como la hormona de maduracion, es esencial para la maduracion de este tipo de frutos
(Klee y Giovannoni, 2011).

El etileno es muy importante pues regula algunos procesos de desarrollo y de la
maduracion de los frutos. La biosintesis del etileno involucra la accion de dos enzimas claves,
el precursor es la S-adenosil metionina (SAM) que es convertida en 1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico (ACC) por la ACC sintasa (ACS). El ACC es posteriormente convertido a
etileno por la ACC oxidasa (ACO) (Klee y Giovannoni, 2011). Este proceso de biosintesis del
etileno, asi como muchos otros eventos de maduracién de los frutos, van acompafiados de una
regulacion a nivel molecular mediada por mecanismos transcripcionales.

En este contexto, los factores de transcripciébn son proteinas que se unen a los
promotores de los genes y regulan la expresion génica a nivel transcripcional. Estas proteinas
son responsables de que se lleve a cabo la transcripcion de genes mediada por la ARN

polimerasa celular (Kadonaga, 2004).



Se conocen varios factores de transcripcion que estan involucrados en los procesos de
cascada de la maduracion, entre los cuales se encuentran los genes CNR (colorless non-
ripening, por sus siglas en inglés) (Manning et al., 2006), el producto de un gen que es la
mutacion nor (non-ripening) (Karlova et al., 2014) y el gen RIN (ripening inhibitor) de la
familia de proteinas MADS (nombre proveniente del acronimo de cuatro proteinas de este
tipo). Las proteinas MADS son factores de transcripcion que estan presentes en muchos
organismos como levaduras, algunos invertebrados, insectos y mamiferos, y tienen como
funcidn la regulacion de procesos en el desarrollo o diferenciacion celular. En las plantas esta
relacionado fundamentalmente con la induccion floral, la organogénesis y la maduracion en
los frutos (Pacheco-Sanchez, 2015).

Especificamente, se sabe que el factor de transcripcion MADS-RIN codifica como un
componente regulador necesario para desencadenar la respiracion climatérica y la biosintesis
del etileno relacionada con la maduracion (Vrebalov et al., 2002). Ademas, en frutos de tomate
se ha visto que MADS-RIN regula directamente genes de pared celular asociados a la
maduracion como a las poligalacturonasas (PG), beta-galactosidasa 4 (BGAL4), alfa-
galactosidasas (AGAL) y expansinas (Expl), las cuales estan asociadas al ablandamiento del
fruto y a genes relacionados con la sintesis de carotenoides asociados al desarrollo del color
(Martel et al., 2011; Fujisawa et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que son muy
importantes para que se lleve a cabo una gran variedad de procesos de desarrollo de la planta,
entre ellos incluyendo el crecimiento vegetativo, control del tiempo de florecimiento y
maduracion de los frutos (Martel et al., 2011).

Los factores MADS también mantienen una relacion muy estrecha en la regulacion de
genes de la biosintesis del etileno. Particularmente se ha visto que en tomate (Solanum
lycopersicum), un MADS tipo AGAMOUS-LIKEI (TAGL1) y MADS-RIN regulan a un gen
que codifica para ACS2 y posiblemente a ACS4; mientras que otro factor de transcripcion
llamado HB-1 (homeobox protein) regula a ACO! (Itkin et al., 2009). Por su parte, en frutos de
manzana se ha visto que al igual que MADS-RIN, MADS9 actia como activador
transcripcional de ACS/ (Ireland et al., 2013).



El como la transcripcion de la ruta de la biosintesis del etileno es regulado es un punto
de estudio critico para nuestro entendimiento de procesos como la maduracion, senescencia,
abscision y la respuesta al estrés. En el estudio de los procesos de desarrollo de la planta, se
encuentra el factor de transcripcion HB-1, una proteina con un dominio de zipper de leucinas
clase 1 muy conservado. Este factor de transcripcion estd involucrado en diversas funciones
biologicas, incluyendo procesos del desarrollo en el meristemo apical y de respuesta a la luz,
estrés por agua, entre otros (Cherian et al., 2014). En un estudio por Lin et al. (2008), se
demostrd que el factor de transcripcion LeHB-1 de tomate esta involucrado en la regulacion de
la organogénesis floral, desarrollo de los carpelos y la maduracion. También se evalué un
control de este factor de transcripcion y LeACO1 en tomate.

Para el caso de frutos de mango, se ha evaluado la expresion génica del factor de
transcripcion MiMADSI desde amarre del fruto hasta su etapa de madurez fisioldgica,
demostrando que estd presente y que tiene un rol importante durante la ontogenia del fruto
(Pacheco-Sanchez, 2015). Sin embargo, la informacion que existe sobre el papel de estos
factores de transcripcion MADS, asi como de los HB-1 en la regulacion de las enzimas ACS y
ACO de la sintesis del etileno durante la maduracion del fruto es practicamente nula.

Por tal motivo, el objetivo de la presente investigacion se centra en evaluar la expresion
génica del factor de transcripcion MADS que presente mayor homologia con MADS-RIN de
tomate, asi como HB-1 y los genes ACS y ACO en frutos de mango durante su maduracion
post-cosecha para asi profundizar el conocimiento del papel de éstos en la regulacion de la

maduracion del mango cv. Ataulfo.



II. ANTECEDENTES

I1.1 El Mango, “El Rey de los Frutos”

El mango (Mangifera indica L.) es muy conocido por su exdtico sabor y normalmente referido
como el rey de los frutos (Figura 1). Es un fruto popular y economicamente importante, muy
cultivado en los tropicos y en los subtrdpicos (Sivakumar et al., 2010). La produccion
comercial de mango se ha reportado en mas de 87 paises, siendo los principales productores
India, China, Tailandia, Indonesia, Filipinas, Pakistdn y México. Siendo los paises de México
(41% del mercado mundial), Filipinas (7.6%) y Pakistan (7.8%) los principales exportadores
(Sauco, 2009).

Figura 1. Frutos de mango.

El mango cv. Ataulfo es originario de México y se esta convirtiendo en una de las
variedades mas importantes en el mercado internacional. Sus caracteristicas nutrimentales son
muy importantes, ya que son ricos en polifenoles, carotenoides totales y en vitamina C (Ellong
et al., 2015). Sin embargo, una de sus limitaciones es la inconsistencia en la madurez del fruto,
que limita los tiempos de transporte, lo cual ha causado desconformidades entre los
productores. Los frutos de mango tienen una corta vida de anaquel, esto puede provocar un
alto costo el cual puede llegar a provocar que sea inaccesible para muchos consumidores

(Sivakumar et al., 2010).



La susceptibilidad de enfermedades, la sensibilidad a almacenaje a bajas temperaturas
(debajo de los 13° C) y ser un fruto perecedero es debido a su maduracion y ablandamiento
rapido durante el almacenamiento, manejo y transporte. La maduracion del mango puede ser
provocada naturalmente o artificialmente, y esta etapa es muy importante ya que es la previa al
consumo de este fruto o a su procesamiento. Generalmente, la madurez natural de estos frutos

es un proceso que lleva entre 10 y 15 dias hasta su senescencia (Ellong et al., 2015).

I1.2 La Maduracion de los Frutos y su Importancia

La maduracién es uno de los procesos mas importantes en la vida de los frutos, ya que es en
esta etapa donde se alcanzan las caracteristicas organolépticas adecuadas para su consumo,
como los cambios en el color, la textura, el sabor y el aroma del fruto. Gracias a la importancia
economica que posee, el proceso de maduracion ha sido y contintia siendo ampliamente
estudiado tanto a niveles fisioldgicos, bioquimicos y genéticos (Payasi y Sanwal, 2008). Tanto
los frutos secos como los frutos frescos tienen etapas de desarrollo muy similares, incluyendo
el proceso de transformacion de ovario a fruto, crecimiento y maduracion del fruto.

La transformacion de ovario a fruto presenta la primera etapa de su desarrollo, justo
después de su fertilizacion. Esta etapa es seguida por una fase de division celular activa y una
posterior expansion celular; ambas llegan a contribuir a la fase del crecimiento del fruto. La
etapa del crecimiento provoca que el fruto obtenga su maximo tamafo. Posteriormente
procede la etapa donde los frutos obtienen la competencia de prerrequisito para poder entrar a
una etapa muy importante: la maduracion. Como se habia mencionado antes, esta etapa resulta
en la conversion de un fruto menos inmaduro a uno altamente apetitoso, ricamente nutritivo y
con un color mas atractivo (Kumar et al., 2014).

Los frutos son parte importante del desempeio de la dispersion de la semilla y pueden
ser definidos casi exclusivamente como carpelos maduros. Una definicion mas precisa abarca
los tejidos que son extracarpelarios y que son incluidos en el estado de la maduracion del fruto

(Giovannoni, 2001). Anteriormente, muchos frutos al llegar a su senescencia, liberaban las



semillas en una proximidad cercana a ella. Por ello, muchas especies de plantas han
evolucionado para crear un mayor atractivo de los frutos, siendo estas consumidas por
animales y asi ser dispersadas a una mayor distancia, produciendo una reduccion en la

competicion de plantas emparentadas (Klee y Giovannoni, 2011; Ruxton et al., 2012).

I1.2.1 Frutos climatéricos y no-climatéricos

Los frutos se clasifican en dos grupos dependiendo el tipo de maduracion que presenten: los
frutos climatéricos y los no-climatéricos. Esta clasificacion se ha utilizado para poder
distinguir a los frutos en base a su respiracion celular y a la producciéon de etileno
(Giovannoni, 2001). Los frutos climatéricos usualmente incrementan la biosintesis de etileno,
la cual es requerida para las frutas tales como tomates, platanos, manzanas, peras, mango,
entre otras. Los frutos no-climatéricos, incluyendo las fresas, uvas y frutas citricas, no
requieren de respiracion climatérica o de una produccion alta de etileno para su maduracion.

La investigacion acerca de la maduracion de frutos se ha centrado primordialmente en
la relacion que mantiene con el etileno. En la actualidad son escasos los reportes que existen
sobre el control antes de la induccion del etileno, asi como de los mecanismos reguladores que
se comparten entre las especies de frutos climatéricos y no-climatéricos (Vrebalov, 2002). El
mango es un fruto climatérico en el cual el aumento de produccion de etileno precede al pico
climatérico (Bouyazen, 2010). Este pico en la respiracion (pico climatérico) es el que
condiciona la presencia de oxigeno como indispensable para que se produzca la maduracion
(Payasi y Sanwal, 2008). Los frutos que lo presentan por lo general se cosechan en la etapa
que se conoce como madurez fisioldgica.

Aun cuando se conoce que los cambios fisiolégicos y quimicos asociados con la
maduracion de frutos climatéricos pueden llegar a variar entre las especies, algunos cambios
son caracteristicos de muchas de ellas. Estos incluyen la modificacion de la estructura de la
pared celular y con ello la pérdida de firmeza del tejido y, cambios en el metabolismo del
azucar/almidon, una alteracion en la composicion y niveles de metabolitos secundarios como

los pigmentos, asi como también la susceptibilidad a una variedad de patogenos. Estos



cambios son el producto de una activacion coordinada de multiples rutas genéticas y
bioquimicas, donde los factores de transcripcion juegan un papel crucial en la regulacion de

estos procesos (Martel et al., 2011).

I1.3 Regulacion Transcripcional Durante la Maduracion

El investigador Francis Crick, junto a James D. Watson en 1953, proveyeron una estructura
tedrica del material genético en forma de ADN. Crick propuso que la informacién genética
fluye de ADN a ADN (replicacion de ADN), de ADN a ARN (transcripcion) y de ARN a
polipéptido (traduccion) (Figura 2) (Tropp, 2012). A esta teoria se le conoce como el dogma

central de la biologia molecular.
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Figura 2. El dogma central de la biologia molecular. Modificado de Tropp (2012).

Particularmente para el proceso de transcripcion, se sabe que su regulacion
normalmente involucra la funciéon de diferentes tipos de proteinas (Brooker et al., 2014). Es
claro que ambos, el proceso de transcripcion y su regulacién en tejidos particulares o la
respuesta a sefiales particulares, son controlados por elementos de secuencias cortas de ADN
localizadas continuas al gen promotor (Latchman, 2008). Los factores de transcripcion son
proteinas que llegan a influenciar la habilidad de la ARN polimerasa para poder transcribir los

genes (Figura 3) (Brooker et al., 2014).



Los factores de transcripcion son proteinas de caracteristica modular que consisten de
varios numeros de dominios. Los tres dominios mas importantes en estos son el sitio de union
al ADN, el dominio que activa la transcripcion y el dominio de dimerizacion. Afiadiendo, los
factores de transcripcion usualmente poseen una sefial de localizacion nuclear (NLS) y tienen
también una sefial de exportacion nuclear (NES). Los factores de transcripcion también
contienen un dominio de union al ligando, dominios de unién a la hormona, los cuales son
muy importantes para poder controlar sus actividades en el proceso de la transcripcion
(Kadonaga, 2004). Estas son caracteristicas de los factores de transcripcion, los cuales, como

se ha dicho tienen varias funciones importantes, entre ellas la maduracion de frutos.

ADN Region promotora Regicn del gen
codificante

Figura 3. Representacion esquematica de la funcion del factor de transcripcion.
Modificado de Latchman (2008).

La regulacién en la transcripcion de genes juega un papel muy importante para que
exista un equilibrio en los procesos bioldgicos dentro de la célula. Particularmente en el
proceso de maduracidon se han encontrado algunos factores de transcripcion que son pieza
clave en la regulacion de dicho proceso. Entre las familias de factores de transcripcion que
tienen una gran importancia en el desarrollo y la maduracion de frutos se encuentran las
proteinas MADS. Estas son un grupo muy grande de proteinas los cuales tienen como una de
sus caracteristicas principales presentar un dominio muy conservado, el cual obtuvo su nombre

posteriormente a la caracterizacion de cuatro proteinas de este tipo formando un acronimo:



MINOCHROMOSOME MAINTENANCE 1 de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
AGAMOUS de Arabidopsis, DEFICIENS de Antirrhinum y SERUM RESPONSE FACTOR
del humano. Siendo una secuencia conservada de 56 aminoacidos, €l dominio MADS esta
localizada en la N-terminal de todas las proteinas de tipo MADS (Pacheco-Sanchez, 2015).

Las proteinas MADS tienen dos regiones funcionales, la mitad N-terminal, la cual es la
que contiene el sitio de unidén al ADN, y la mitad C-terminal, la cual es necesaria para la
activacion de la transcripcion. Estas proteinas pueden llegar a formar dimeros y multimeros
que permiten la formacion de diferentes complejos entre las proteinas MADS, ya que estas se
pueden formar como homodimeros y heterodimeros (Parenicova et al., 2003). Los genes
MADS de las plantas estan clasificados en dos grupos, en tipo I y tipo II de acuerdo a la
secuencia de aminoacidos deducida del dominio MADS (Chen et al., 2012).

La gran mayoria de los genes MADS estan clasificados en el grupo del tipo II, y todos
codifican para un dominio MADS (M), una region de intervencion (I), un dominio K (similar a
queratina o keratin-like) y finalmente la region C-terminal (C) (Figura 4). El dominio M esta
involucrado en la unién al ADN y la dimerizacion con otras proteinas presentes del tipo
MADS. El dominio K y la regién C poseen regiones que forman hélices alfa en su estructura
secundaria, la cual se ubican asociadas con interacciones entre proteinas. La region I y también
el dominio K se han relacionado con una dimerizacién especifica (Sun et al., 2014). Y
finalmente, se sabe que la region C no es requerida para la dimerizacion, pero se tiene clara la
importancia de ella para la nueva formacion de complejos ternarios y para que la transcripcion
se active (Shore y Sharrocks, 1995).

En estudios recientes, se ha visto que la mayoria de las proteinas de la familia MADS
han sido seleccionadas e identificadas en diferentes tipos de frutos jugosos, por lo que éstas
han llegado a jugar un rol importante en la regulaciéon de la maduracion. Esto se basa en
resultados obtenidos en plantas como Arabidopsis donde se sugiere que la actividad de los
genes MADS-box coordinan estos aspectos y frutos como el tomate, donde han sido
correlacionados con una induccién en la maduracion de los sépalos de la flor y también estan

involucrados en el desarrollo y maduracion de los frutos (Giovannoni, 2001).
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Figura 4. RepresentaciQn esquematica de los dominios de las proteinas MADS en
plantas. Modificado de Alvarez-Buylla et al. (2000).

En tomate se han obtenido genes mutantes pertenecientes a la familia MADS que
trabajan en la regulacion de la transcripcion de la maduracion de los frutos, los cuales se
conocen como los genes RIN, CNR y NOR. Estos genes codificantes para reguladores
transcripcionales actiian regulando la expresion de otros genes responsables de los fenotipos
de maduracidn, incluyendo también la produccion de etileno (Martel et al., 2011).

Por otra parte, se ha observado inhibicion de todos los fendmenos de la maduracion
debido a la pérdida de funcion de la proteina MADS-RIN, tales como el ablandamiento del
fruto, la biosintesis de carotenoides, la respiracion celular, y la produccion de etileno. Es asi,
que MADS-RIN es un factor determinante en la regulacion de la maduracion de los frutos, el
cual puede llegar a ampliarse a los componentes de la regulacion genética necesarios para
desencadenar la maduracién Optima que posee una relacion con la biosintesis del etileno
(Fujisawa et al., 2013).

Otro de los factores de transcripcion que se ha visto que juegan un papel importante en
la maduracion de los frutos son las proteinas homeobox (HB). En frutos de tomate se ha visto
que HB-1 controla de una forma positiva la expresion del gen que codifica para la enzima
ACOI para producir etileno durante la maduracion y desarrollo de los frutos (Lin et al., 2008).
De esta manera, HB-1 tiene un importante papel para que la transduccion de sefial ocurra y
tenga como resultado el desarrollo de color, cambio en la textura, sabores y aromas de los

frutos, caracteristicos en su maduracion (Cherian et al., 2014).
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Los genes homeobox contienen una secuencia de ADN altamente conservada de 180
pb, y estos codifican para una proteina que esta involucrada en los procesos de desarrollo del
fruto. El homeodominio de los factores de transcripcion HB es responsable de la union
especifica al ADN. Se sabe ademas que HB-I estd involucrado en varios procesos de
desarrollo del fruto, como en el desarrollo biologico del meristemo apical y de respuesta a la

luz, al estrés por agua, entre otros (Lin et al., 2008).

11.4 MADS-RIN y HB-1: Su Importancia en la Maduracion de los Frutos y su Relacion
con los Genes ACS y ACO Durante la Maduracion

Los frutos de tomate han sido utilizados como modelo de estudio de la maduracion. Se sabe
que un nimero de mutantes relacionados con la maduracion del tomate han sido de gran
utilidad en la investigacion y la reproduccion, y hay un interés especial en el gen mutante rin
(ripening inhibitor, por sus siglas en inglés). El mutante rin muestra sensibilidad alta al etileno,
incluyendo la triple respuesta de las semillas, la abscision floral y la senescencia de los pétalos
y de las hojas. Sin embargo, los frutos que poseen el mutante rin no muestran una maduracion
ante etileno exogeno, y aun asi muestran induccion a algunos genes receptivos a esta hormona,
indicando una retencion de sensibilidad al etileno de los frutos. De esta manera se elucidé que
el gen RIN codifica para un componente genético regulatorio necesario para activar la
respiracion climatérica y la biosintesis del etileno, asi como en la regulacion no mediada por
etileno.

Desde una perspectiva practica, la mutacion rin es usado ampliamente en los hibridos
de las variedades del tomate para alargar la vida de anaquel del fruto y aumentar la calidad del
mismo y que sea mas aceptable para el consumidor. MADS-RIN es un ejemplo de un gen
cuyos efectos son documentados a priori, sugiriendo que tiene un potencial excelente para
poder poner en practica la modificacion genética de la maduracion de los frutos y de las
caracteristicas en general de los frutos (Vrebalov et al., 2002).

La ruta de biosintesis del etileno ha sido ampliamente estudiada en tomate y como
habia sido mencionado anteriormente, se sabe que esta involucra la conversion de SAM a
ACC gracias a la enzima ACS, y posteriormente por la enzima ACO a etileno (Figura 5)

(Karlova et al., 2014). Las funciones de las enzimas ACS y de ACO son consideradas como
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limitantes en la produccion de etileno durante la maduracion de los frutos, y ademas se conoce
que estan codificadas en familias multigénicas. Cinco de las diferentes isoformas que presenta
la enzima ACO han sido identificados en el fruto del tomate, y tienen una expresion
diferencial durante el desarrollo del fruto y también durante su maduracion. Y para la enzima
ACS que se han identificado nueve genes en el fruto del tomate y entre ellas, son 5 las que se

expresan durante el proceso de la maduracion del fruto (Cherian et al., 2014).
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Figura 5. Representacion esquematica de los factores de transcripcion y de los genes
que influyen en la maduracién mediada por etileno del fruto en tomate. Modificado
de Karlova et al. (2014) y Cherian et al. (2014).

El etileno es fundamental para que se active la maduracion en los frutos climatéricos, y
esto ha sido claramente observado por la regulacion de la expresion de los genes ACS y ACO
en plantas. Los genes (LeACS6 y LeACSIA) que suprimian el etileno mostraron una fuerte
reaccion retardada en la maduracion en tomate y en otros frutos, como el melén y la manzana.
Sin embargo, las rutas independientes de etileno existen en los frutos del grupo climatérico, y
es ahi donde sucede el ablandamiento, la acumulacién de azlcares y también donde se le da el
color a la pulpa en frutos donde el etileno es suprimido. Estos resultados han llevado a la
conclusion de que la regulacion de los frutos climatéricos y los no-climatéricos coexiste en los
frutos climatéricos (Bouyazen et al., 2010).

El factor de transcripcion RIN, pertenece al clado SEPALLATA (SEP). Estudios en
frutos de tomate han elucidado la participacion de otros tipos de MADS como el gen
TOMATO AGAMOUS-LIKE 1 (TAGLI), que antiguamente se habia reportado en etapas
tempranas del desarrollo del fruto. Sin embargo, posteriormente se reportd que esta altamente
expresado en las ultimas etapas de este desarrollo y con RIN son influyentes primarios en la

sintesis del etileno para unirse con el promotor ACS (Itkin et al. 2009; Cherian et al., 2014).
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El tomate también ha sido objeto de estudio para otro factor de transcripcion
importante durante la sintesis del etileno, la proteina homeobox (HB). Estudios en el tomate
han demostrado que el HB-1 esta involucrado en la organogénesis floral, en el desarrollo del
carpelo y en la maduracion. Y es asi como la identificacion de este factor de transcripcion
marca un paso mas para el entendimiento del control de la maduracidon, y muestra como es
regulado ACO. HB-1 se encuentra expresado en altos niveles durante la maduracion fisiologica
y declina su expresion en la etapa previa al punto maximo de la maduracion del fruto (Lin et
al., 2008).

Como se ha visto anteriormente, los estudios basicos sobre el papel de los factores de
transcripcion MADS y HB-1 durante la maduracion de frutos se centran en frutos modelos de
estudio como el tomate. Sin embargo, la informacion en otros frutos es muy escasa. En este
contexto, el presente estudio se analiza la expresion de estos factores de transcripcion, asi
como los genes que codifican para las enzimas ACS y ACO durante la maduracién post-
cosecha en frutos de mango para de esta manera evaluar su posible funcién en el proceso de

maduracion de este fruto.
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II1. JUSTIFICACION

Recientemente se obtuvo el transcriptoma de mango Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2016), en
el cual se identificaron 18 secuencias codificantes para MADS, 16 secuencias para HB, 3
de ACS y 12 de ACO. Analisis bioinformaticos de dichas secuencias revelaron una proteina
tipo MADS que tiene una alta identidad con MADS-RIN del tomate (67%), ademas se
encontraron proteinas en el mango con altos porcentajes de identidad con ACS2 y ACOl1
de tomate (68% y 56%, respectivamente). ACS y ACO son muy importantes para la
regulacion de la maduracion de frutos a nivel transcripcional. Dicha regulacion es un
proceso clave para entender los cambios fisiologicos y bioquimicos que ocurren en los
frutos. Por tal motivo, el estudio a nivel molecular de los factores de transcripcion MADS
y HB-1 durante la maduracioén post-cosecha en frutos de mango, asi como la relacion que
mantiene con los genes a los cuales regula como ACS y ACO, proporcionaria informacién

muy importante para entender su funcion en la maduracion de este fruto.
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IV. HIPOTESIS
El gen que codifica para el factor de transcripcion MADS que posee una alta identidad con la
proteina MADS-RIN de tomate, asi como el HB-1 y los genes ACS y ACO se expresan
diferencialmente durante la maduracion post-cosecha de los frutos de mango cv. Ataulfo.

V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Evaluar la expresion de los factores de transcripcion MADS y HB-1, y de los genes ACS y

ACO durante la maduracion post-cosecha de los frutos de mango cv. Ataulfo.
V.2 Objetivos Especificos
1. Analizar las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los factores de transcripcion
MADS'y HB-1,y de ACS y ACO utilizando herramientas bioinformaticas.

2. Evaluar por qPCR la expresion de MADS, HB-1, ACS y ACO durante la maduracion

post-cosecha de frutos de mango.
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VI. METODOLOGIA

V1.1 Analisis Bioinformaticos de Secuencias

Las secuencias codificantes para los factores de transcripcion MADS (18 secuencias) y HB-1
(16 secuencias), asi como las de los genes ACO (12 secuencias) y ACS (3 secuencias) fueron
obtenidas a partir del transcriptoma de mango Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2016). Se procedio
a hacer un andlisis bioinformatico con el algoritmo BLASTx y BLASTp

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de la pagina del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnologica (NCBI) para cada una de las secuencias para determinar los porcentajes de
identidad a nivel de aminoacidos que presentan con proteinas de otras especies vegetales. El
algoritmo traduce la secuencia de nucledtidos a aminodcidos y la compara con proteinas
similares en otras especies de frutos y plantas. Ademads, se hizo un alineamiento con las
secuencias de aminoacidos deducidos de cada familia de genes para la identificacion de los

dominios funcionales reportados en otros estudios para cada una de ellas.
V1.2 Evaluacion de Rangos Dinamicos y Validacion de GAPDH

Se realizaron pruebas de rangos dindmicos para cada gen evaluado y del gen normalizador
GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) con el fin de determinar la eficiencia de la
amplificaciéon de sus oligonucledtidos. Los rangos dindmicos lineales son los rangos de
concentraciones entre las que funciona correctamente el protocolo de qPCR. Se tiene en cuenta
que en la qPCR no se pueden extrapolar los resultados, y es en este rango el que nos indica la
concentracion mas alta y mas baja donde el protocolo de PCR se comporta realmente en forma
cuantitativa y las muestras se pueden medir (Brookman-Amissah et al., 2015). Se utiliz6 el
valor de Ct (cycle threshold) para llevar a cabo el andlisis de la expresion génica. Este
parametro es un valor numérico que indica el ciclo en el cual se genera una fluorescencia que
cruza un punto umbral o punto cruce que indica el producto amplificado generado al inicio de
la fase exponencial de la reaccion. Esta correlacion entre fluorescencia y la cantidad de
producto amplificado permite una cuantificacion precisa de las moléculas blanco sobre un
amplio rango dinamico. La pendiente representa la tasa a la que se genera el amplicon,
expresado en porcentaje, y debe de ser lo mas cercano a 100% posible, eso corresponde a la

duplicidad del ADN a cada ciclo (Nolan et al., 2006).
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Los rangos dinamicos se llevaron a cabo utilizando como templado el ADNc obtenido
de los mangos del dia 1 post-cosecha. De éste se hicieron cinco diluciones (1:2) con una

concentracion inicial de 80 ng/5 pL (16 ng/uL) (Figura 6).

aipl.
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80 ng/5 pL. 40 ng/5 pl 20 ng/5 plL 10 ng/5 pL 5 ng/5 pL.
16 ng/ul. 8 ng/pul 4 ng/pnl. 2 ng/pl. I ng/ul.

Figura 6. Diluciones para pruebas de rangos dindmicos para las PCRs cuantitativas.

La formula utilizada para calcular la eficiencia a partir del valor de la pendiente fue E =
(10¢Vpendienie)_1y v 100, Se busca una pendiente entre -3.2 a -3.5, la ideal siendo -3.32 que
equivale a 100% de eficiencia. Para finalizar la validacion, se calcularon los valores ACt (Ct

gen de interés — Ct Gappr) y se graficaron contra los logaritmos de las concentraciones de ADN.

V1.3 Evaluacion y Analisis de la Expresion Génica del Factor de Transcripcion MADS'y
HB-1,y de los Genes ACS y ACO por PCR Cuantitativa

Se utilizo la técnica de PCR cuantitativa (QPCR) para evaluar la expresion génica del factor de
transcripcion MADS y HB-1, y de los genes ACS y ACO durante la post-cosecha del mango
Ataulfo. En trabajos previos se realizd la extraccion de ARN de pulpa de mango Ataulfo de los
dias 1, 3, 5, 7 y 9 de almacenamiento post-cosecha (Anaya-Dyck, 2015) siguiendo la
metodologia reportada por Lopez-Gomez y Gomez-Lim (1992). A partir de ellos se
sintetizaron los ADNc, utilizando el sistema comercial de Invitrogen, y de estos se hizo una

mezcla de tres réplicas bioldgicas (Sanchez-Galvan, 2015).
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También se realizd una normalizacion de los datos de expresion mediante el uso del
gen constitutivo gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuya expresion se ha visto
que no se ve afectada durante la maduracion de frutos de mango, por lo que ha sido utilizado
como un buen normalizador (Dautt-Castro et al., 2015).

Las reacciones de amplificacion se hicieron con la mezcla comercial iTaq Universal
SYBR® Green Supermix (BIO-RAD) 2X. Se prepararon reacciones a un volumen final de 20
ul, la cual consté de 10 uL de iTaq, 5 pL de templado (40 ng de ADNc), 1uL de los
oligonucledtidos especificos sentido y antisentido (5 pM), para cada gen y se aforaron con
agua estéril. Previo a las corridas de expresion relativa, se realizo una estandarizacion y prueba
de especificidad mediante la curva de disociacion (melt-curve) para cada par de
oligonucledtidos. Las condiciones del gPCR fueron: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos y 60 °C por 1 minuto. Se incluyeron los controles negativos para cada par de
iniciadores.

La expresion relativa de los genes de este estudio, en mangos durante el
almacenamiento post-cosecha se obtuvo mediante el analisis de datos utilizando el método de
2"2ACt (Livak and Schmittgen, 2001) de acuerdo con la férmula:

2744 = (Ct gende interés — Ct gen GAPDH)__

Tiempo x

— (Ct gen de interés — Ct gen GAPDH)_

Tiempo 0

Esta formula analiza la expresion génica realizando una comparacion con los niveles de
expresion génica mas bajos, en este caso los observados en el dia 9 (calibrador). En este
estudio, el tiempo x son los diferentes dias de almacenamiento post-cosecha de mango y el

tiempo 0 es el tiempo de referencia o calibrador (dia 9).

V1.4 Analisis de los Datos
Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una sola
via con un disefio completamente al azar. Se compararon las medias con la prueba de Tukey-

Kramer para los resultados de expresion génica del factor de transcripcion MADS, HB-1 y de

los genes ACS y ACO, con una significancia del 95%.

19



VII. RESULTADOS

VII.1 Datos Obtenidos de los Analisis de BLAST

En el transcriptoma de mango Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2016), se identificaron 18

secuencias codificantes para factores de transcripcion tipo MADS, 16 para la familia de los

factores de transcripcion HB, y para los genes ACS y ACO 3 y 12, respectivamente. Las

secuencias aminoacidicas deducidas de esos genes se obtuvieron y se hizo una seleccion,

considerando primeramente aquellas que estaban completas de acuerdo a la comparacion de

los resultados del BLASTp. En las tablas I, II, III y IV se muestran las comparaciones y los

porcentajes de identidad que presentan con proteinas muy similares en su estructura primaria

en otros frutos. Los genes y proteinas codificadas fueron nombrados con base en su identidad

mas alta a proteinas del GenBank que ya estaban reportadas.

Tabla 1. Comparacion de las secuencias aminoacidicas deducidas de MADS del
transcriptoma de mango Ataulfo con secuencias aminoacidicas depositadas en el GenBank

mediante BLASTp.

Proteinas MADS deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo

%

Nombre Clave de seguin transcriptoma Proteina a la que mas se parece Identidad
iSRS elsoss g i oy iy S
MiMADS]  >¢20228 gl il é‘;ﬁlg;f Iiyé\okf,’;g‘ggz"’f) 65%
MiAGL3 >c19749 gl il g:;g;’n(g Ailrf:ﬁgi)%m 99%
MiAGLI 620508 gl il g:r?ggn(ly /jggfgg&l 99%
MIiAGLI5S  >c16891 gl il (T}‘;E’gil(fgf_ogggzcggzl 57%
MiAGL2t  oelsus gl i Lot S o
MiMADS65  >cds.compl6319 0 seq3 gzgg ilicgg’_soso"gjﬁfé“ 79%
MiMADS2  >¢10925 gl il Tomate (8. lycopersicum) 30%

GenBank: XP 010314516.1
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Tabla II. Comparacion de las secuencias aminoacidicas deducidas de HB del
transcriptoma de mango Ataulfo con secuencias aminoacidicas depositadas en el GenBank
mediante BLASTp.

Proteinas HB deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo

. . Organismo %
Nombre Clave de segtin transcriptoma con el que se compard Identidad
. . Naranja (C. sinensis) o
MiHB-6 >c18082_g2 12 GenBank: KDO81047.1 73%
MiHB-17 622968 g2 il Tomate (S. lycopersicum) 549

GenBank: XP 004250119.1

) . Naranja (C. sinensis)
MiHB-1 >c21304 _gl_il GenBank: KDO76038.1 8%

Cacao (Theobrama cacao)

_— . o
MiHB-5 >c20957_gl_i2 GenBank: XP 007031433.1 67%
. . Tomate (S. lycopersicum) o
MiHB-12 >c21243 gl_il GenBank: XP 004230017.1 33%
. . Tomate (S. lycopersicum) o
MiHB-4 >c20898_gl_il GenBank: XP 004245792.1 68%
MiHB-16 >c20898 gl i2 Tomate (S. lycopersicum) 68%

GenBank: XP 004245792.1

Tabla III. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida de ACS del transcriptoma
de mango Ataulfo con secuencias aminoacidicas depositadas en el GenBank mediante
BLASTDp.

Proteinas ACS deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo

%

Nombre Clave de segin transcriptoma Proteina a la que mas se parece Identidad

Naranja (C. sinensis)

0
GenBank: NP _001275831.1 81%

MiACS5 >c19037 gl il

Tabla IV. Comparacion de las secuencias aminoacidicas deducidas de ACO del
transcriptoma de mango Ataulfo con secuencias aminoacidicas depositadas en el GenBank
mediante BLASTp.

Proteinas ACO deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo

%

Nombre Clave de segtin transcriptoma Proteina a la que mas se parece Identidad

. Tomate (S. lycopersicum) o
MiACO12 >cds.comp13812 c0 seql GenBank: XP_004247712.1 56%

. Tomate (S. lycopersicum) o
MiACO13 >cds.comp18816 c0 seql GenBank: XP_004247712.1 59%

. Tomate (S. lycopersicum) o
MiACO11 >cds.compl117 c0 seql GenBank: XP_004247709.1 60%
MiACO5 >cds.compl8639 c0_seql Mandarina (Citrus clementina) — ggq,

GenBank: XP_006449820.1
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VIIL.2 Alineamiento y Localizacion de los Dominios Funcionales en

las Secuencias Aminoacidicas de MADS, HB, ACS y ACO de Mango

Los miembros de la familia MADS, HB, ACS y ACO identificados se compararon entre si por
alineamiento utilizando el software CLC Main Workbench 10 y se identificaron cajas o
dominios caracteristicos de las proteinas de estudio. Lo anterior confirma que la estructura
primaria de las proteinas de estudio en proteinas de la misma familia es muy similar.

En el presente estudio se hizo una localizacion de cuatro dominios en la estructura
primaria de los factores de transcripcion MADS, asi como también la localizacion de un
dominio muy conservado en las secuencias de HB de mango: el homeodominio. Ademas, se
localizaron en el alineamiento de la secuencias de la enzima ACS un dominio muy conservado

de la enzima piridoxal fosfato y de las secuencias ACO el dominio 20G-Fe(II).

VII.2.1 Localizacion de los dominios funcionales en los miembros de la familia de

factores de transcripcion MADS y HB en mango

Durante el analisis de las secuencias aminoacidicas de MADS en mango se localizo el sitio de
unioén a secuencias conservadas de ADN, que se categoriza como dominio MADS, el cual
consta de 56 a 60 amino acidos aproximadamente; la region I (intervencion) y el dominio K
(similar a queratina) ambos estan involucrados en interacciones proteina-proteina (los factores
MADS forman homodimeros y heterodimeros en su forma activa) y por tltimo el dominio C-
terminal es importante para la constitucion de complejos ternarios (union de dimeros) y son
también esenciales para la activacion de la transcripcion (Figura 7) (Pacheco-Sanchez, 2011).
En el caso de los alineamientos de las secuencias aminoacidicas de los factores de
transcripcion HB de mango se identificoé el dominio mas conservado: el homeodominio
(Figura 8). El homeodominio tiene como funcién bioquimica ser el sitio de union al ADN, y
consta aproximadamente de 60 aminoacidos (Schena y Davis, 1994), y esta involucrado en

procesos de desarrollo de la planta.
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Figura 7. Dominios funcionales localizados en el alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de proteinas MADS deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo
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Figura 8. Dominios funcionales localizados en el alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de proteinas HB deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo

23



VIL.2.2 Localizacion de los dominios funcionales en los miembros de la familia de

enzimas ACS y ACO en mango

En el transcriptoma de mango Ataulfo se obtuvo Unicamente una secuencia codificante
completa de la ACS (MiACS5). Con el fin de identificar las regiones conservadas en su
secuencia aminoacidica y sus dominios funcionales, MiACS5 se alined6 con una ACS de
manzana (Malus domestica; GenBank: NP _001280870.1) y una de naranja (GenBank:
NP 001275831.1) (Figura 9), presentando un dominio conservado de una enzima piridoxal
fosfato (PLP)-dependiente entre los residuos 95 y 430.

En el caso para las ACO en mango, se identificd el dominio funcional 20G-Fe(II)
(Figura 10). Las secuencias de aminodcidos de ACO analizadas contienen el dominio 20G-
Fe(Il) entre los residuos 238 al 342. El resultado del alineamiento de multiples secuencias

muestra que los aminoacidos de las proteinas ACO estan relativamente conservados.

Dominios de las

secuencias ACS
¢n mango

Domimo PLPMdependieme

Figura 9. Dominios funcionales localizados en el ahneamlento de las secuencias
aminoacidicas de proteinas ACS deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo.
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Figura 10. Dominios funcionales localizados en el alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de proteinas ACO deducidas del transcriptoma de mango Ataulfo.

VIL.3 Prueba de Eficiencia y Validacion de Iniciadores

En las corridas de qPCR experimentales, para los cuatro genes evaluados se observo un solo
pico de amplificacion segln los resultados de la curvas de disociacion, indicando con ello la
especificidad de los iniciadores. Ademas, se encontré que en los ADNc del dia 1 los valores de

Ct obtenidos eran mas altos para los cuatro pares de iniciadores evaluados.
VIL.4 Evaluacion de Rangos Dinamicos y Validacion de GAPDH

Los resultados obtenidos de la corrida de los rangos dindmicos para cada uno de los genes de
este estudio se pueden observar en la Tabla V. La primera columna indica las concentraciones
de las diluciones hechas para cada uno de los genes de estudio como se muestra en la figura
10. La segunda columna sefiala el log,, de cada una de las concentraciones correspondientes,
la tercera y cuarta columna representan el promedio del Ct obtenido del gen de interés y del

gen normalizador GAPDH, respectivamente. La quinta columna representa el valor del ACt

(Ctgan de interés CtGAPDH)-
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Tabla V. Rangos dindmicos y validacion de los genes de interés para las PCR cuantitativas.

Rangos dinamicos para MADS

Concentraciones log Promedio Promedio ACE
(ng/uL) 10 Ct MADS D1 Ct GAPDH
16 1.9 22.08847237 23.11561012 -1.0271378
8 1.6 22.91009521 23.97953796 -1.0694427
4 1.3 23.93754768 25.01955414 -1.0820065
2 1 25.13864136 25.96016502 -0.8215237
1 0.69 25.83173752 26.80923653 -0.977499
Rangos dinamicos para HB-1
Concentraciones log Promedio Promedio ACE
(ng/nL) 10 Ct HB-1 D1 Ct GAPDH
16 1.9 29.17604065 23.11561012 6.06043053
8 1.6 30.02681541 23.97953796 6.04727745
4 1.3 31.04536438 25.01955414 6.02581024
2 1 32.22143936 25.96016502 6.26127434
1 0.69 32.96446609 26.80923653 6.15522957
Rangos dinamicos para ACS
Concentraciones log Promedio Promedio ACE
(ng/uL) 10 CtACS D1 Ct GAPDH
16 1.9 33.5566597 23.11561012 10.4410496
8 1.6 34.38524246 23.97953796 10.4057045
4 1.3 35.4188652 25.01955414 10.3993111
2 1 36.53600006 25.96016502 10.575835
1 0.69 26.80923653

Con los datos de la tabla anterior, se realizd una regresion semi-logaritmica, en el eje
de las X se grafica el log,, de la concentracion de los ADNc empleados y en el eje de las Y
los promedios de los Ct obtenidos en la corrida (Figura 11A, 12A y 13A) para tres de los
genes evaluados y del gen normalizador GAPDH. En las Figuras 11B, 12B y 13B se muestran
los valores de las pendientes que se utilizaron como criterio para aprobar la validacion del gen
normalizador para MADS, HB-1 y ACS respectivamente, el cual debe estar entre -0.1 y 0.1.

En el caso del gen MiMADS1 se obtuvo una eficiencia de 104.6% y una pendiente de la
curva de validacion de GAPDH de -0.1. Para el gen MiHB-1 se obtuvo una eficiencia de
103.8% y una validacion de -0.13. Finalmente, para el gen MiACS5 se obtuvo una eficiencia
de 99.9% y una curva de validacion de -0.1. Los resultados obtenidos aprobaron la validacion

para evaluar la expresion de los genes de este estudio. Para el caso de ACO, previamente ya se
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habian realizado las pruebas de rangos dinamicos y su validacion con GAPDH (Dautt-Castro
et al., 2015), donde se obtuvo una eficiencia de 91.3% y una pendiente de la curva de
validacion de -0.1, lo cual indica que al igual que los otros genes evaluados, se puede utilizar
confiablemente GAPDH como gen normalizador para evaluar la expresion de ACO. También
se calculd un indice de correlacion R? que debe ser cercano al 1, e indica la reproducibilidad.
De acuerdo al andlisis de los resultados y al observar las buenas eficiencias y
validacion del gen normalizador, se concluyd que para las corridas finales de los genes de
interés se utilizaria la concentracion de 40 ng/pL. Esta concentracion fue considerada para asi
obtener una ventaja de una eficiente amplificacion de la muestra y con un minimo gasto de
ADNCc de mango, y también se consider6 el rango de los Cts en los cuales la amplificacion es
logaritmica, el cual esta en el rango de entre los 15 a 30 ciclos. Unicamente para el caso de
ACS, el cual mostrd valores mayores a 30 ciclos, la corrida final se realiz6 utilizando 100 ng
de ADNc molde. Sin embargo, como se habia mencionado los valores de eficiencia de

amplificacion de los oligonucleotidos y su validacion con GAPDH fueron adecuados.

A) B)
Rangos dindimicos para MADS del dia 1 postcosecha Validacién de GAPDH (ACH) para MADS
T}
§=-3.1014% + 20.002 "1 o : s 2
B = (5585

. y=-32158x + 28,135
M B =0.5%33 4
-PROM. CEMADSE DI ¥ = L1144z - 0.847
g1 =i PROM. Ot GAPDH E'“ﬁ ~Delta C1
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Figura 11. Gréfica de rango dinamico para MADS para evaluar la eficiencia del par de
oligonucledtidos disefiados (A). Graficas de validacion para GAPDH con respecto a los genes

de interés MADS (B).

27



A) B)

Rangos dindamicos para HE-1 del dia 1 postcosecha Validacitn de GAPDH (ACT) para HE-1
35 63

y = =3.2346x + 35,285 ’
s | R*= 08951 Pora!
= h_'—""“*——-_,,__“ ¥ =-3.1014% + 29.002 | /
g | B2 - 0.5986 G2

o —+-PROM. CtHEL g a5 |

y=-0.1332x + 6.283

i Diilta 1
9 FROM. €t GAPDEI
i s —— Lizeal (Delta )
— Lineal PROM. CIHEI D) &
0 — Liteal PROM. CLOAPDE)
=
[ .=
gl o s i s 2
a 0.5 1 1.5 2 log 10 (Candidad)
logl0 (Cantilad)

Figura 12. Gréfica de rango dinamico para HB-I para evaluar la eficiencia del par de
oligonucledtidos disefiados (A). Graficas de validacion para GAPDH con respecto al gen de

interés HB-1 (B).
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Figura 13. Gréfica de rango dindmico para ACS para evaluar la eficiencia del par de
oligonucledtidos disefiados (A). Graficas de validacion para GAPDH con respecto al gen de

interés ACS (B).
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VILS Evaluacion de Expresion de los Genes que Codifican para los Factores de

Trascripcion MiMADS1 y MiHB-1, y para los Genes MiACS5 y MiACO12

En este trabajo se evalud la expresion de genes que codifican los factores de transcripcion
MiMADSI y MiHB-1, asi como de las enzimas MiACS5 y MiACO12 en mesocarpio de

frutos de mango durante los diferentes dias post-cosecha 1, 3,5, 7 y 9.

VILS.1 Patron de expresion génica del gen que codifica el factor de transcripcion

MiMADSI1 y la enzima MiACSS en frutos de mango cv. Ataulfo

Se evalud la expresion del gen MiMADSI en etapa de maduracion post-cosecha del mango cv.
Ataulfo (Figura 14). En la grafica se puede observar que los mayores niveles de expresion se
observaron en el dia 5, teniendo un incremento de 10 veces con respecto al nivel de expresion
del dia 9, mientras que en los dias 1, 3 y 7 se mantuvieron constantes. La tendencia de

expresion declind significativamente en el dia 9 post-cosecha.
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Figura 14. Expresion génica de MiMADSI durante la maduracion post-cosecha de

mango cv. Ataulfo. Las diferencias entre medias se evaluaron por una prueba de Tukey
(p<0.05).
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La expresion relativa para el caso del gen MiACS5 evaluada se presenta en la figura 15
Se muestra un incremento de expresion génica en los primeros 5 dias post-cosecha, siendo el
dia 5 el de mayor nivel de expresion, siendo 11 veces mas con respecto al dia 9. El patron de

expresion posteriormente decrece hasta llegar al dia 9 con una menor expresion.
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Figura 15. Expresion génica de MiACSS5 durante la maduracion post-cosecha de
mango cv. Ataulfo. Las diferencias entre medias se evaluaron por una prueba de
Tukey (p<0.05).

Expresion relativa

[

VIL.5.2 Patron de expresion génica del gen que codifica el factor de transcripcion MiHB-

1y la enzima MiACO12 en frutos de mango cv. Ataulfo

En el caso de la expresion relativa del gen MiHB-1 (Figura 16), se puede observar que los
niveles maximos de expresion se dieron en frutos del dia 3, siendo 8 veces mas con respecto a
los niveles en el dia 9. El patron de expresion tiende a incrementar hasta el dia 3 post-cosecha,
siendo é€ste su punto maximo de expresion, mientras que en los siguientes dias evaluados hay
un decremento significativo, donde los valores de expresion estadisticamente son iguales al dia
1. Estos andlisis sugieren que MiHB-1 se expresa mayormente en la etapa mas cercana a la

madurez fisioldgica, donde el etileno va en aumento hasta llegar a su pico méximo.
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Figura 16. Expresion génica de MiHB-1 durante la maduracion post-cosecha de mango
cv. Ataulfo. Las diferencias entre medias se evaluaron por una prueba de Tukey
(p<0.05).

En el presente trabajo también se evalud la expresion génica del gen MiACO12 (Figura 17),
donde la tendencia de expresion incrementa hasta el dia 3 post-cosecha, siendo el dia con
mayores niveles de expresion con un aumento de aproximadamente 180 veces con respecto al

dia 9, y de ahi en adelante su expresion presenta una declinacion.
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Figura 17. Expresion génica de MiACO12 durante la maduracién post-cosecha de
mango cv. Ataulfo. Las diferencias entre medias se evaluaron por una prueba de
Tukey (p<0.05).
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VIII. DISCUSION

VIII.1 Localizacion de los Dominios Funcionales en las Secuencias Aminoacidicas de

MADS, HB, ACS y ACO en mango

La localizacion de los dominios funcionales tiene una gran relevancia, ya que esto nos permite
entender si es de caracter funcional, en el caso de ser una unidad modular de la proteina que
lleva una funcion bioquimica determinada, o si es de caracter estructural, si se refiere a un
componente estable de la estructura (Berg et al., 2002).

En estudios de proteinas MADS de la planta Arabidopsis thaliana se han encontrado

cuatro dominios (M, I, K y C) en la estructura primaria de los factores de transcripcion
MADS. Los cuatro dominios fueron igualmente localizados en las secuencias MADS
obtenidas del transcriptoma de mango (Pacheco-Sénchez, 2011).
En el caso de las proteinas HB de mango, se pudo localizar un dominio funcional muy
conservado con funcion de union al ADN: el homeodominio. Un gran nimero de
homeodominios pueden llegar a reconocer un elemento basal de ADN altamente conservado
que puede servir como promotor en muchos genes (Schena y Davis, 1994). Siendo un factor
de transcripcion poco estudiado, aun falta elucidar y conocer mas a fondo sus otros posibles
dominios funcionales.

Las secuencias aminoacidicas alineadas de ACS de este estudio presentan un dominio
conservado de una enzima piridoxal fosfato (PLP)-dependiente, los cuales han sido ya
producto de estudio debido a la funcion de la ACS asociado con la catalisis de la conversion
de SAM a ACC en otros frutos para la sintesis de etileno (Liu et al., 2014).

También, se identificé el dominio funcional 20G-Fe(Il) para las secuencias ACO
obtenidas de mango, esto indicando que la ACO es un miembro de la superfamilia de
oxigenasas no dependientes del grupo hemo, la mayoria de ellas utilizando Fe(II) como un

cofactor y 2-oxoglutarato (20G) como cosustrato (Liu et al., 2014; John, 1991).
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VIIIL.2 Expresion de MiMADS1 y de MiACS5 en Frutos de Mango cv. Ataulfo

Se sabe que los genes MADS se expresan en diferentes estados de desarrollo de las plantas, y
también en una variedad de tipos de célula y de drganos, sugiriendo que se encuentran
involucrados en aspectos del desarrollo que pueden llegar a afectar a multiples tejidos y
organos. En un estudio por Sung et al. (2000), se observdo que MdMADS4 de manzana (M.
domestica) se expreso significativamente en el meristemo floral, algunos o6rganos florales y
durante el desarrollo del fruto, esto sugiriendo una posible funciéon similar en los frutos de
mango. La regulacion de estos genes MADS se presenta a nivel transcripcional,
postranscripcional, traduccional y postraduccional (Causier et al., 2002).

En el fruto del platano (Musa acuminata) se obtuvieron clonas de 6 genes MADS-box.
De éstos, tres genes (MaMADSI, 2 y 3) solamente se expresan en el fruto, mientras que los
otros genes también se expresan en los organos florales. Por tal motivo y debido a su
interaccion regulatoria con genes de la sintesis del etileno, se sugiri6 que MaMADSI, 2 y 3
estan involucrados en la maduracion del fruto (Elitzur et al.,, 2010). Haciendo una
comparacion a nivel de las secuencias aminoacidicas de estos genes, se observd un alto
porcentaje de identidad de MaMADSI, MaMADSI2 y MaMADSI3 de 57, 64 y 55%
respectivamente, con respecto al gen MiMADS1, lo cual sugiere la participacion de este gen en
la maduracion del fruto de mango.

En frutos de mango cv. Keitt se evalud la expresion génica del gen MiMADSI durante
la etapa de amarre hasta su madurez fisiologica. MiMADSI mostrd patrones similares de
expresion en el tejido de mesocarpio tanto en la etapa de desarrollo de los frutos como en su
maduracion post-cosecha. Estos resultados sugieren la importancia de este gen para ambos
procesos en los frutos de mango (Pacheco-Sanchez et al., 2015). Martel et al. (2011)
obtuvieron informacion sobre el factor de transcripcion MADS-box de tomate y como esta
asociado con la regulacion de dos genes de la enzima ACS.

En frutos de tomate se reportaron que dos genes de ACS estan involucrados en la
iniciacion de produccién de etileno para maduracion del fruto (Giovannoni, 2004). Ademads, en
un trabajo por Vrebalov et al. (2002), se describié que un factor de transcripcion MADS-box
del tomate, codificado en LeMADS-RIN regula la sintesis de etileno, presumiblemente via el
control de los dos genes de ACS responsables de la produccion de etileno. En este trabajo se

logroé evaluar la expresion génica de MiMADS1 y MiACS5, ambos presentando el mayor nivel
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de expresion en el dia 5 post-cosecha, sugiriendo una posible interaccion entre ambos como se
presenta en el fruto de tomate. Por su parte, Xie et al. (2006) observaron un retraso en la
maduracion post-cosecha y en la senescencia en tomate al silenciar el gen LeACS2.

Estudios en mango cv. Kent han reportado que la maxima produccion de etileno se
presenta a los 7 dias post-cosecha (Dautt-Castro, 2012). Por otra parte, en otro fruto
climatérico como el durazno, se comprobd que a partir del dia 5 post-cosecha se presenta un
inicio de incremento en la produccion de etileno (Begheldo et al., 2008). Este comportamiento
en la expresion del gen MiACSS5 y la produccion de etileno en los frutos de mango sugiere que
la sintesis de etileno en el mango cv. Ataulfo, pudiera estar siendo regulada

transcripcionalmente por el gen MiMADS].
VIIL.3 Expresion de MiHB-1y de MiACO12 en Frutos de Mango cv. Ataulfo

En pasados estudios de las proteinas de la familia HB han demostrado su funcionalidad dentro
de varios procesos del desarrollo de las plantas. Esta reportado que un tipo de proteina
homeobox knotted-like (KNOX) tiene como funcion situar el meristemo apical a través de la
regulacion de produccion de giberelina y citocinina (Lin et al., 2008). En un estudio en la
planta A. thaliana, reveld que el factor de transcripcion AtHB-1 estd involucrado en la
composicion de la pared celular y elongacion para una posterior maduracion (Capella et al.,
2015). Presentando evidencia del amplio rango de procesos que también pueden regular los
factores de transcripcion HB presentes en los frutos de mango.

Por otra parte, estd reportado que el gen HB-I guarda una relacién con los genes
relacionados con la sefializacion del etileno, como el gen 4CO. También existe evidencia que
la proteina LeHB-1 de tomate regula al gen LeACOI, y que silenciando LeHB-1 reprimiria a
LeACOI, lo cual consecuentemente provocaria un retraso en la maduracion del fruto (Lin et
al., 2008; Pech et al., 2013). Ademas, se ha reportado que los transcritos del gen LeHB-1 se
acumulan durante la etapa de madurez fisioldgica de los frutos de tomate y va declinando su
expresion en las siguientes etapas; mientras que LeACO! incrementa durante la madurez
fisiologica y se acumula durante la maduracion del fruto (Lin et al., 2008). Similar a lo que
sugiere que ocurre en los frutos de mango debido al nivel de expresion de MiHB-1 y

MiACO12 evaluado en este estudio.
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La carencia de estudios genéticos enfocandose en ACO crea el cuestionamiento de si
esta enzima presenta un complejo estructural, bioquimico y post-traduccional similar como el
de ACS (Van de Poel y Van Der Straeten, 2014). Se sabe que varios genes de ACO en tomate
(LeACS2 y LeACS4) son los responsables de la produccion autocatalitica de etileno durante la
maduracion del fruto (Klee y Giovannoni, 2011).

El etileno es uno de los factores de mayor relevancia en la regulacion del
ablandamiento, senescencia y abscision del fruto. La enzima ACO act@ia como un acelerador
en la maduracion de los frutos, ya que cataliza la produccion de etileno en el desarrollo de
maduracion climatérica, llevando hacia la etapa final de senescencia (Liu et al., 2014). De
acuerdo a los datos de expresion encontrados en este estudio para la MiACO12 se sugiere que
¢ésta podria tener un papel muy importante en la sintesis del etileno en los frutos de mango cv.
Ataulfo. Aunado a esto, en base a los patrones de expresion encontrados para MiHB-1 y
MiACOI12, donde el dia 3 post-cosecha fue el dia de mayor expresion para ambos, sugieren
que la proteina MiHB-1 pudiera estar regulando transcripcionalmente al gen MiACO12 en
fruto de mango, al igual que en tomate.

Por otra parte, interesantemente se ha reportado que MADS-RIN tiende a interactuar
con las secuencias del promotor de LeHB-1, sugiriendo una ruta regulatoria de RIN — LeHB-1
— LeACOI en tomate durante su maduracion (Martel et al., 2011). Esta informacién da la pauta
para futuros estudios en la ruta de maduracion en mango para asi poder tener un cuadro mas

completo de este proceso tan importante.
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a la informacion obtenida en este trabajo, se concluye que los factores de
transcripcion MiMADS1 y MiHB-1, y los genes MiACS5 y MiACO12 de mango cv. Ataulfo
se expresaron de una manera diferencial durante los dias 1, 3, 5, 7 y 9 de almacenamiento
post-cosecha. Se observaron patrones similares de expresion para MiMADS1 y MiACSS y para
MiHB-1 y MiACOI2 lo cual sugiere una relacion en la regulacion de su expresion. Estos
andlisis proveen nuevos hallazgos del comportamiento de expresion génica de éstos genes

durante la maduracién climatérica del mango cv. Ataulfo.
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X. RECOMENDACIONES

1. Continuar con el estudio a nivel transcripcional de los genes de este trabajo para asi
poder determinar sus diferentes funciones dentro de la etapa de la maduracion del fruto

de mango.
2. Estudiar y realizar la inhibicion de la expresion de los genes que codifican para las

enzimas ACS y ACO de mango para poder elucidar cudl de ellos tienen el papel mas

importante en la maduracion del fruto.
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