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RESUMEN

FISIOLOGIA DEL FRUTO DE KIWI (ACTINIDIA DELICIOSA) DURANTE SU
DESARROLLO Y ABLANDAMIENTO: EXPRESION DE GENES ASOCIADOS
Y SU MODULACION POR ETILENO Y 1-METILCICLOPROPENO

A fin de investigar el efecto fisiologico del etileno y del 1-metilciclopropeno en el
progreso del ablandamiento del Kkiwi, se tratd los frutos con esos reguladores
inmediatamente después de la cosecha, o con 1-metilciclopropeno en diferentes estadios
de la maduracion despues de 40, 80 o 120 d de almacenamiento refrigerado (0 °C). El
tratamiento con etileno inmediatamente después de la cosecha estimuld el
ablandamiento de la pulpa, incremento y adelanto el pico de produccion de etileno y la
expresion de los genes KWACS1 y KWACOL involucrados en la biosintesis del etileno.
En cambio, el tratamiento con 1-metilciclopropeno en el mismo estadio retrasd
marcadamente el ablandamiento e inhibio la produccion de etileno. Los incrementos en
la abundancia de transcriptos de KWACS1 y KWACO1 fueron bloqueados por el
tratamiento con 1-metilciclopropeno, indicando que estos genes son regulados
positivamente por el etileno. Los kiwis almacenados en frio (0 °C) por 40,800 120d y
luego tratados con 1-metilciclopropeno antes de su retorno a 20 °C para su maduracion
ulterior mostraron una tasa reducida de ablandamiento de la pulpa y un estadio de
madurez de consumo extendido. Estos resultados indican claramente que la aplicacion
de 1-metilciclopropeno puede jugar un papel significativo en el inicio y en el progreso
del ablandamiento del kiwi. EI 1-metilciclopropeno inhibi6 o restringié severamente la
produccidn autocatalitica de etileno en cualquier estado de maduracion. La transcripcion
de los genes KWACS1 y KWACO1 resultd inhibida por el tratamiento con 1-
metilciclopropeno después de 40 y 80 d de almacenamiento en frio, sugiriendo que
existe una regulacién por retroalimentacion positiva para la produccion de etileno,
incluso después del almacenamiento refrigerado. Para investigar los niveles de
expresion de genes relacionados con la pared celular durante la ontogenia del kiwi y en
respuesta a la aplicacion de etileno y de 1-metilciclopropeno, se obtuvo una secuencia
completa de cDNA a la cual se denomin6 AdGALL, determinandose por analisis
bioinformético que es un homologo de B-D-galactosidasa de kiwi. El producto deducido

de la traduccién de AdGAL1 consta de 728 aminoacidos de longitud mientras que la
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proteina madura posee una masa molecular predicha de 81,12 kDa y un pl teérico de
7,5. Se efectuaron reacciones de RT-PCR semicuantitativas para evaluar la expresion de
AdGAL1 y de una serie de secuencias de ADN. Los transcriptos que hibridizan con
AdGALL1 resultaron apenas detectables durante el crecimiento del fruto pero se
observaron tanto en mesocarpo externo como en columela al comienzo del
ablandamiento del fruto (Fase 1V, Estadio 1), y durante el ablandamiento tardio (Estadio
3) sugiriendo su injerencia en las grandes pérdidas de galactosa de la pared celular
durante el ablandamiento del kiwi. La abundancia de transcriptos que hibridizan con
AdARF1 y AdARF/XYL (codificantes de o-L-arabinofuranosidasa y de o-L-
arabinofuranosidasa/p-D-xilosidasa putativas) permanecié relativamente constante a
través de todo el crecimiento y la maduracién. Por el contrario, los niveles de
transcriptos de AdPL1 (codificante de una pectato liasa putativa) fueron relativamente
elevados en la Fase | y 1V, alcanzando un maximo cuando la firmeza del fruto fue < 10
N (Fase 1V, Estadio 3) sugiriendo la intervencion de AdPL1 en la degradacion de la
pared celular que alcanza su pico en el ultimo estadio de ablandamiento. Los
transcriptos que hibridizan con AJEXP1 y AdEXP2 (codificantes de dos diferentes
expansinas) se encontraron en las fases de expansion celular durante el desarrollo del
Kiwi, pero se incrementaron en el primero y ultimo estadio de ablandamiento (Fase 1V,
Estadios 1 y 3) cuando la dilatacion de la pared celular y la produccion autocatalitica de
etileno son maximas. El tratamiento del kiwi con etileno resulté en una disminucion
severa de la firmeza del fruto luego de 24-48 h y un inicio de acumulacion de
transcriptos que hibridizan con AJEXP1 (en 3 h), AJGAL1 (en 3-6 h), AdPL1 (en 24 h)
y, un aumento en AJEXP2. Lo contrario resulté cierto para frutos tratados con 1-
metilciclopropeno, aunque la inhibicion de la acumulacién de transcriptos que
hibridizan con AJEXP2 por 1-metilciclopropeno fue so6lo transitoria. Estos resultados
indican que el incremento en la expresion de AdGALL, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 al
finalizar la maduracién del fruto es, al menos en parte, debido a la regulacidn positiva

por etileno.

Palabras clave: Actinidia deliciosa; Etileno; 1-Metilciclopropeno; Firmeza; Acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa y oxidasa; p-D-Galactosidasa; o-L-
Arabinofuranosidasa; a-L-Arabinofuranosidasa/p-D-xilosidasa; Pectato liasa;

Expansinas.
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ABSTRACT

KIWIFRUIT (ACTINIDIA DELICIOSA) PHYSIOLOGY DURING
DEVELOPMENT AND SOFTENING: GENE EXPRESSION AND ITS
MODULATION BY ETHYLENE AND 1-METILCYCLOPROPENE

To investigate the physiological effect of ethylene and 1-methylcyclopropene in the
progress of Kiwifruit softening, fruit were treated with those regulators right after
harvest or with 1-methylcyclopropene at different ripening stages after 40, 80 or 120 d
of cold (0 °C) storage. Treatment with ethylene right after harvest stimulated flesh
softening, increased and advanced the ethylene production peak and the expression of
the genes KWACS1 and KWACOL1 involved in ethylene biosynthesis. In contrast,
treatment with 1-methylcyclopropene at the same stage markedly retarded softening,
and inhibited ethylene production. Ripening-related increases in KWACS1 and
KWACO1 transcript abundance were largely blocked by 1-methylcyclopropene
treatment thus indicating that these genes are positively regulated by ethylene. Kiwifruit
stored for 40, 80 or 120 d of cold (0 °C) storage and then treated with 1-
methylcyclopropene before rewarming to 20 °C for further ripening displayed a reduced
flesh softening rate and an extended ‘eating ripe’ stage. These results clearly indicate
that application of 1-methylcyclopropene can play a significant role in both the
initiation and progress of the kiwifruit softening process. 1-Methylcyclopropene
inhibited or severely decreased autocatalytic ethylene production at every ripening
stage. KWACS1 and KWACO1 gene transcription was inhibited by 1-
methylcyclopropene treatment after 40 and 80 d of cold storage thus suggesting that
there is a positive feedback regulation for ethylene production even after cold storage.
To investigate cell wall-related gene expression levels during kiwifruit ontogeny and in
response to ethylene and 1-methylcyclopropene, a full-length cDNA clone sequence
referred to as AGAL1 was obtained and determined by bioinformatics’ analysis to be a
kiwifruit B-D-galactosidase homologue. The deduced AdGALL translation product is 728
amino acids in length while the mature protein has a predicted molecular mass of 81, 12
kD and a theoretical pl of 7,5. Semi-quantitative RT-PCR reactions were conducted to
evaluate the expression of AdGAL1 and a series of DNA sequences. Transcripts

hybridizing with AJGAL1 were hardly detectable during fruit growth but were observed



XX

both in the outer mesocarp and in the columella at the onset of fruit softening (Phase 1V,
Stage 1), and late in softening (Stage 3), supporting their involvement in the major cell
wall galactose losses that take place during kiwifruit softening. The abundance of
transcripts hybridizing with AdARF1 and AdJARF/XYL (encoding putative o-L-
arabinofuranosidase and a-L-arabinofuranosidase/p-D-xylosidase), was relatively
constant throughout development and ripening. In contrast, AdPL1 (encoding a putative
pectate lyase) transcript levels were relatively high at Phase | and IV, reaching a
maximum when fruit firmness was < 10 N (Phase 1V, Stage 3), suggesting AdPL1
involvement in the pectin degradation of the cell wall that peaks in the last softening
stage. Transcripts hybridizing with AJEXP1 and AdEXP2 (encoding two different
putative expansins) were found at the cell expansion phases during Kiwifruit
development but increased in the first and last softening stages (Phase IV, Stages 1 and
3) when cell wall swelling and autocatalytic ethylene production are maximal. Ethylene
treatment of Kiwifruit resulted in a severe decrease of fruit firmness after 24-48 h and
beginning of transcript accumulation hybridizing with AAEXP1 (in 3 h), AJGALL1 (in 3-
6 h), AdPL1 (in 24 h) and, to a lesser extent, AAEXP2. The converse was true for fruit
treated with 1-methylcyclopropene, although the inhibition of the accumulation of
transcripts hybridizing with ADEXP2 by 1-methylcyclopropene was only transient.
These results indicate that AdGAL1, AdPL1, AdEXP1 and AdJEXP2 increase in their
expression at the end of fruit ripening is, at least in part, due to up-regulation by

ethylene.

Keywords: Actinidia deliciosa; Ethylene; 1-Methylcyclopropene; Firmness; 1-
Aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase and oxidase; p-D-Galactosidase; o-L-
Arabinofuranosidase;  o-L-Arabinofuranosidase/pB-D-xylosidase;  Pectate  lyase;

Expansins.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. El problema de la conservacion de frutos

Los frutos se cuentan entre los alimentos con mayor cantidad de nutrientes y
sustancias naturales altamente beneficiosas para la salud, tales como las vitaminas, los
minerales, los antioxidantes y las fibras. La calidad de los frutos estd determinada por
una amplia gama de caracteristicas deseadas, como el valor nutritivo, el sabor, la calidad
durante y luego del procesamiento y la vida util. La manipulacion del rendimiento y la
calidad de los frutos requieren de la comprension de los procesos fundamentales que
determinan el cuaje, el crecimiento y la maduracion. A su vez el mejoramiento en la
calidad de los frutos beneficia tanto al consumidor, como al productor, reduciendo las
pérdidas comerciales. Para los productores, acopiadores y transportistas, el factor
principal que determina el deterioro en postcosecha es la pérdida de firmeza, ya que
influye en la vida util del fruto, en los niveles de las mermas producidas tanto por
ablandamiento excesivo cuanto por los dafios mecanicos y las infecciones generadas por
los agentes patdgenos. Todos estos factores acotan las posibilidades de transporte y de
almacenamiento de los frutos y, ademas, afectan directamente la estructura de los
costos. El control del deterioro por la introduccion de ciertas técnicas de biologia
molecular, como la supresion de algunos genes codificantes de enzimas que participan
en la degradacion de pared celular, podria potencialmente incorporar un valor
significativo a los frutos, mejorando su calidad y reduciendo su deterioro, con el

consiguiente impacto a nivel comercial.

1.2. La actinidia: caracteristicas generales del género, de su fruto y de

su produccion

La actinidia [A. deliciosa (A.Chev.) C. F. Liang & A.R. Ferguson] es una planta
trepadora de hoja caduca y flores dioicas, que pertenece al género Actinidia. Este género

estd compuesto por 76 especies y alrededor de 120 taxones (Ferguson y Huang, 2007).



Sin embargo los miembros méas importantes desde el punto de vista econémico son dos:
A. deliciosa var. deliciosa y A. chinensis Planch. var. chinensis, mientras que otras
especies tienen relevancia como recurso genético para el desarrollo del cultivo

utilizando técnicas especificas de hibridacion (Nishiyama, 2007).

A. deliciosa - los frutos de esta especie tienen epicarpo marrén sin brillo y una
capa de pelusa densa. Su mesocarpo externo o pulpa es de color verde esmeralda, el
mesocarpo interno contiene la semillas negras y la parte central de columela blanca
(Figura 1.1).

Epicarpo

Mesocarpo externo

Mesocarpo interno

Columela

Figura 1.1 Estructura de kiwi de la especie A. deliciosa.

El cultivar femenino (es decir, con flores pistiliferas) mas frecuente de esta
especie a nivel comercial es ‘Hayward’. Los frutos maduros tienen un balance de
azucar—acido moderado y su sabor esta considerado como agridulce y muy refrescante.
Las ventajas mas importantes de este cultivar son el mayor tamafio de sus frutos (que
alcanzan promedios de 90-100 g) y su excepcionalmente larga vida de almacenamiento,
la cual hace viable la realizacion de traslados hacia destinos distantes mediante viajes
navales prolongados. Los mas notables progresos de la industria podrian ser atribuidos
al éxito de ‘Hayward’ (Ferguson, 1999), que representa aproximadamente el 75% de la

produccién mundial de kiwi y el 97,5% de la produccion generada fuera de China.

Otras variedades cultivadas femeninas menos importantes por el tamafio menor
de sus frutos (que en general varian entre 65 y 75 g) aunque no por sus cualidades, son:
‘Monty’, ‘Abbott’, ‘Bruno’, ‘Kramer’, ‘Blake’, etc.



Por otra parte, ‘Tomuri’ y ‘Matua’ son cultivares masculinos (con flores
estaminiferas capaces de producir polen viable), utilizados para la polinizacion de las

variedades femeninas.

A. chinensis - los frutos de esta especie, a diferencia de los frutos de A. deliciosa
tienen forma caracteristica con una protuberancia del extremo estilar, llamada "pico",
epicarpo liso, practicamente sin vellosidades, y pulpa de color amarillo brillante
(Nishiyama, 2007). ‘Hort16A’ es el cultivo mas conocido de esta especie, desarrollado
por HortResearch a partir del germoplasma introducido desde China en Nueva Zelanda.

El estudio del namero de cromosomas sugiri6 que las especies de Actinidia
forman series poliploides basadas sobre un nimero haploide de cromosomas x = 29,
donde A. deliciosa es hexaploide (6n = 174) y A. chinensis es diploide (2n = 58)
(Atkinson et al., 1997).

Sus cultivos son muy recientes: A. deliciosa ha sido cultivada comercialmente en
los ultimos 70 afios, en tanto que A. chinensis lo ha sido por solo 20 afios. Hoy, en la
industria internacional, el término “kiwi” se utiliza para hacer alusion al fruto de estas

dos especies.

El kiwi es una baya altamente nutritiva. Es una importante fuente de substancias
naturales antioxidantes, en particular de vitamina C (Nishiyama et al., 2004), cuyo
contenido se encuentra dentro del rango comprendido entre 25 y 155 mg cada 100 g de
peso fresco del fruto. Ademas, contiene beta-caroteno, luteina, antocianinas y acido
elagico (Nishiyama, 2007). Por cada 100 g de peso fresco, el kiwi incluye cantidades
significativas de Ca (40 mg), K (300 mg), Fe (0,4 mg) y Mg (25 mg) (Ferguson, 2008),
fibra dietaria y compuestos antimutagénicos. El contenido de la pulpa del kiwi en
compuestos antioxidantes es relativamente elevado, resultando el 4° dentro una serie de
24 frutos de distintas especies (Guo et al., 2003). La mayor parte de la actividad
antioxidante se debe a la misma vitamina C. La cantidad de estos componentes
bioactivos depende de diversos factores (Kader, 1988), entre los cuales se encuentra el
estadio de maduracion, un factor importante que influye sobre la calidad de la
composicion de frutas y hortalizas. De hecho, durante la maduracion del fruto suceden
varias modificaciones bioquimicas, fisiologicas y estructurales que determinan las
cualidades finales del fruto. También las condiciones del almacenamiento pueden influir

sobre los indices de calidad y el contenido nutricional del fruto fresco (Lee y Kader,



2000; Ayala-Zavala et al., 2004). Tavarini et al. (2008) encontraron que el tiempo de
cosecha y las condiciones del almacenamiento del kiwi influyen fuertemente sobre las

caracteristicas cualitativas y nutritivas.

Al principio del siglo XIX, las actinidias, simplemente crecian de manera
silvestre en China, y se considera que estas plantas son originarias del valle del rio
Yang-Tse. En 1904, las semillas de kiwi fueron importadas a Nueva Zelanda por
primera vez (Ferguson, 2004). Posteriormente, el kiwi fue domesticado en Nueva
Zelanda y lanzado al mercado mundial en la década de 1960. La industria del kiwi ha
progresado vertiginosamente desde entonces y en la actualidad son comunes y faciles de
obtener durante todo el afio. Comercialmente, el kiwi se produce en varios paises,
especialmente en Italia, China, Nueva Zelanda, Chile, Francia, Japon y Estados Unidos.
La actinidia es una planta de clima templado, por lo cual la Argentina podria producir
sus frutos hasta niveles que permitieran el autoabastecimiento e inclusive la
exportacion. En contraste con otros paises del Hemisferio Sur como Chile y Nueva
Zelanda, la Argentina sigue sin desarrollar suficientes investigaciones basicas o
tecnoldgicas sobre el kiwi, y este factor conspira seriamente para la extension del
periodo de abastecimiento al mercado interno. La Argentina importa de Chile la mayor
parte del producto consumido, por insuficiente desarrollo de la produccion local y por

las grandes pérdidas en postcosecha que se suceden afio tras afio.

Ademas de sus cualidades nutritivas, el Kkiwi posee larga vida de
almacenamiento cuando se efectlan las practicas de postcosecha correctas. El kiwi
puede ser conservado entre 3 y 6 meses a temperatura de 0 °C y con humedad relativa
entre 90 y 95% (Thompson et al., 2000), pero en la Argentina existe un déficit de
instalaciones frigorificas y se desconsidera el uso de tecnologias complementarias,
como las atmdsferas controladas. Por esa razon, los pequefios productores suelen dejar
el fruto en planta por un tiempo mayor al recomendado, cosechandolo sélo y recién al

momento de su comercializacion.

1.3. Crecimiento y desarrollo de los frutos: el caso del kiwi

Los frutos pueden adoptar diferentes patrones de crecimiento, que suelen

ajustarse a dos modelos principales: el modelo sigmoideo y el modelo sigmoideo doble.



El primer patrén de crecimiento sigue un modelo representado por una curva
sigmoidea suave, ejemplificada con el crecimiento de manzanas, peras y frutos citricos.
Este modelo presenta tres fases bien definidas: la Fase | o periodo de crecimiento
exponencial (multiplicacion celular), la Fase Il o periodo de crecimiento lineal
(agrandamiento o expansion celular) y la Fase Ill, que incluye la etapa final del

crecimiento y el periodo de maduracion (Sozzi, 2007a).

El segundo patrén de crecimiento en frutos se asocia a un modelo de curva
sigmoidea doble, visualizada como dos curvas sigmoideas sucesivas, y corresponde a
frutos como las uvas, los arandanos, los higos, los duraznos, las ciruelas, las cerezas y
los kiwis. Los frutos con este patron de crecimiento presentan cuatro etapas. En la Fase
| o periodo de rapido crecimiento, el ovario y su contenido crecen exponencialmente.
En la Fase II, o “plateau”, se produce el crecimiento del embrién y del endosperma, y la
esclerificacion del endocarpo en las frutas de carozo, pero en frutos como las bayas
(uvas, kiwis) simplemente se verifica una marcada disminucion de la tasa de
crecimiento. Durante la Fase Il1 tiene lugar un crecimiento rapido del mesocarpo que
promueve un incremento acelerado en el tamafio y el peso del fruto, aunque existen
excepciones como el kiwi, en el cual el mayor incremento de tamafio se produce en la
Fase I. La Fase IV es aquélla en la que se produce la maduracion del fruto (Sozzi,
2007a).

En general, el kiwi manifiesta un patrén de crecimiento que se puede asociar a
un modelo de curva sigmoidea doble, aunque Pratt y Reid (1974) sefialan el posible
ajuste a un modelo de crecimiento que se asemeja a una curva sigmoidea triple. El fruto
atraviesa un prolongado periodo de crecimiento que dura aproximadamente 160-180 d
desde la antesis hasta que la baya alcanza su maximo tamafio, o hasta la cosecha
realizada con los indicadores minimos requeridos (Gallego y Zarra, 1997; Sozzi,
2007a). Después de la polinizacion, se verifica una primera fase de rapido crecimiento y
ganancia de peso por divisién celular, seguida de agrandamiento celular, que dura
aproximadamente 8-10 semanas, durante la cual el fruto alcanza mas de la mitad del
volumen final. Luego sigue la segunda fase de alrededor de 3 semanas de duracion —
aungue puede extenderse ante situaciones particulares, como estrés hidrico—, con
crecimiento mas lento dado por la limitada expansion celular. Posteriormente se observa
otra fase de crecimiento rapido que dura 7 o mas semanas, variando segun los

cultivares, la zona de produccion y las condiciones meteoroldgicas de cada campafia



agricola. Luego de alcanzada la madurez fisiologica, el fruto puede continuar su
crecimiento con una ligera expansion celular, siempre y cuando se mantenga unido a la
planta. El fruto resulta sumamente firme durante las primeras fases de su desarrollo,
pero la firmeza comienza a disminuir lentamente durante la Ultima fase, luego de
alcanzada la madurez fisiol6gica, para luego producirse un ablandamiento acelerado y

otro mas lento a posteriori.

1.4. La maduracion de los frutos climatéricos: el caso del Kiwi

La maduracién de los frutos es la etapa del desarrollo en que los frutos adquieren
aquellos caracteres organolépticos especificos que los vuelven apropiados para su
consumo (Sozzi, 2007b). Durante la maduracion, los frutos se encuentran sometidos a
abundantes modificaciones fisiologicas y bioquimicas que incluyen la conversion del
almiddén en azlcares, biosintesis y acumulacion de nuevos pigmentos, biosintesis de
compuestos volatiles aromaticos, y cambios en la ultraestructura de la pared celular y de

su metabolismo, lo que resulta en la pérdida de firmeza de la pulpa de los frutos.

En el transcurso de la maduracién se distinguen dos clases diferentes de
madurez: la madurez fisiologica y la madurez organoléptica (0 de consumo). La
madurez fisiologica es el estado de desarrollo del fruto que le permite iniciar un
programa genético conducente a su madurez organoléptica y lograr asi los atributos de
calidad aceptables para su consumo. Madurez organoléptica es aquel estado de
desarrollo en el cual el fruto tiene el color, la textura, el aroma y el sabor que lo vuelven
deseable para su consumo en la percepcion promedio de sus consumidores. En otras
palabras, el fruto organolépticamente maduro es aquél que se encuentra “listo para
consumir”. Los frutos s6lo alcanzan la madurez fisioldgica si permanecen unidos a la

planta, por lo tanto no se deben cosechar antes de alcanzar ese estado (Sozzi, 2007b).

Los frutos con diferentes mecanismos de maduracidn se pueden clasificar en dos
grupos: climatéricos y no climatéricos. Las categorias “climatérico” y “no climatérico”
se desarrollaron sobre la base de la presencia o la ausencia de un incremento de la tasa
respiratoria durante la maduracion. En general, la produccién autocatalitica de etileno
(es decir, el aumento en la produccion de etileno promovido por el mismo etileno
durante la maduracidn) esta asociada con el aumento en la tasa respiratoria de los frutos

climatéricos (Alexander y Grierson, 2002; Sozzi, 2007b). Tipicamente, la presencia o



ausencia de un climaterio se sustenta en la evidencia de una produccion de etileno
autocatalitica, mas que en la respiracion. Los frutos climatéricos son aquéllos en los que
la maduracion estd acompafiada por el pico de respiracion y el concomitante aumento en
la biosintesis de etileno, y presentan el siguiente comportamiento: la aplicacion de
etileno adelanta el tiempo del climaterio respiratorio; la magnitud de la tasa respiratoria
es independiente de la concentracion del etileno aplicado; la produccién autocatalitica
de etileno continta luego de retirado el tratamiento con el etileno; y ademas, hay una
respuesta clara a la aplicacion del etileno en la mayor parte de los indices de madurez
propios de cada fruto (firmeza, color, degradacion de almiddn, etc.).

En cambio, en los frutos no climatéricos no se detectan cambios drasticos en la
respiracion durante la maduracién, y la produccion de etileno permanece a niveles

basales, es decir, por lo general bajos (Alexander y Grierson, 2002; Sozzi, 2007b).

Existen otras diferencias marcadas entre los frutos climatéricos y no
climatéricos. Los frutos climatéricos, una vez recolectados, pueden continuar su
maduracion hasta alcanzar las propiedades organolepticas dptimas para su consumo,
merced a la hidrdlisis del almidon sintetizado y almacenado durante su crecimiento. En
cambio, los frutos no climatéricos no suelen almacenar cantidades significativas de
almiddn, sino azucares solubles de bajo peso molecular a partir de los fotoasimilados
provenientes de la planta madre por lo cual, una vez cosechados (es decir, separados de
la planta), no tienen capacidad de mejorar sus caracteristicas organolépticas (Sozzi,
2007b).

A pesar de que algunos investigadores consideraron al tomate como “modelo”
de un fruto climatérico (Alexander y Grierson, 2002), se verifican diferencias muy
marcadas entre diferentes especies, e incluso entre variedades, tanto en la forma en que
se suceden los cambios conducentes a la maduracion como en su incidencia posterior.
Por ello, resulta cada vez mas inviable el concepto de “fruto modelo”, como asi también
la extrapolacion de procesos bioquimico-fisiol6gicos de una especie a otra (Sozzi, 2004;
Brummell, 2006).

A 20 °C, el kiwi manifiesta el comportamiento de un fruto climatérico, con un
aumento en la produccion del etileno acompafiado por un incremento de la tasa
respiratoria. No obstante, la maduracion del kiwi difiere marcadamente de la de

cualquier otro fruto climatérico ya que, en condiciones de conservacién entre 0y 10 °C,



manifiesta un comportamiento no climatérico (Antunes et al., 2000), ablandandose en
gran medida en ausencia de aumentos significativos en la biosintesis autocatalitica de
etileno (Arpaia et al., 1994; Kim et al., 1999; Ritenour et al., 1999; Boquete et al.,
2004). En la mayoria de los frutos climatéricos (tomate, manzana), el pico de
produccion de etileno suele subdividir la etapa final de desarrollo del fruto en un
periodo llamado “pre-climaterio”, en el que se pone de manifiesto cierto crecimiento
celular sin producirse aun pérdidas significativas de firmeza, y otros periodos
posteriores llamados “climaterio” (pico de etileno) y ‘“post-climaterio” (periodo
posterior al pico de etileno) caracterizados por un ablandamiento sustancial del fruto. En
cambio, el kiwi no alcanza el climaterio hasta muy avanzada la etapa de ablandamiento
(Arpaia et al., 1994; Xu et al., 1998; Kim et al., 1999; Ritenour et al., 1999; Boquete et
al., 2004). Sin embargo, el kiwi que alcanzo su madurez fisiologica pero que todavia
estd inmaduro para su consumo es muy sensible a la presencia (involuntaria o
controlada) de etileno o de compuestos andlogos del etileno (como el propileno o el
acetileno) en el ambiente. Esta separacion fisiologica entre la “etapa de sensibilidad al
etileno” y la “etapa de biosintesis del etileno” hace del kiwi un sistema unico que
permite analizar el rol del etileno y sus alcances en la maduracion (Whittaker et al.,
1997).

1.5. El etilenoy la maduracion de los frutos

El etileno es un regulador vegetal gaseoso, que produce efectos muy variados y
drésticos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas en general, y sobre ciertos
procesos en particular, tales como la germinacion de las semillas, la senescencia de
organos y las respuestas a factores abidticos o bidticos del estrés, tales como la
inundacién, temperaturas extremas, dafio fisico o mecanico (por ejemplo, heridas,
compresion, impacto, vibracion), dafio quimico (por ejemplo, aplicacién de ciertos
compuestos fitoterapicos y/o de naturaleza hormonal) o dafio biolégico (por ejemplo,
ataques de insectos o de agentes patdgenos) (Abeles et al., 1992). De entre todos los
efectos del etileno, el mejor conocido y el méas estudiado es la promocion y la

coordinacion de la maduracion de los frutos climatéricos (Chang y Stadler, 2001).

La ruta de sintesis del etileno fue elucidada por Adams y Yang (1979) e
involucra los siguientes tres pasos finales: metionina — S-adenosil-L-metionina (SAM)

— acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) — etileno. Los ultimos dos pasos



estan catalizados por las enzimas &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa
(ACS) y acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa (ACO), respectivamente, las
cuales son enzimas claves y regulatorias de la sintesis del etileno. ACS y ACO estén
codificadas por familias multigénicas en la inmensa mayoria de las especies estudiadas,
y su expresion estd regulada por factores del desarrollo y por el ambiente (Kende,
1993). Sus genes codificantes se investigaron intensamente en especies muy diversas,
incluyendo el kiwi, Actinidia deliciosa (Ikoma et al., 1998, 1999; Xu et al., 1998, 2000).

1.5.1. Los receptores del etileno

La percepcion de la sefial del etileno y su transduccion fueron estudiadas
extensamente a nivel bioquimico en general y génico en particular. Se establecid un
modelo lineal de transduccion de la sefial, en el cual el etileno es inicialmente percibido
por una familia de receptores ubicados en la membrana del reticulo endoplasmatico. Esa
familia puede ser dividida en dos subfamilias a partir del analisis filogenético, de
secuencia y de ciertas caracteristicas estructurales compartidas: por ejemplo, en
Arabidopsis, la subfamilia-1 estd constituida por ETR1 y ERS1, y la subfamilia-2 por
ETR2, ERS2 y EIN4 (Hall et al., 2007 y referencias alli incluidas). En Arabidopsis, el
modelo actual sugiere la existencia de contribuciones diversas a la sefializacion por
parte de los receptores, siendo los receptores de la subfamilia-1 los que juegan un papel
mas significativo en la transmision de la sefial que los de la subfamilia-2. La union
reversible del etileno a los receptores induce cambios de conformacion que regulan la
sefializacion y el flujo de la sefial a través de elementos codificados por otras familias
génicas, incluyendo CTR1, EIN2, EIN3/EILs y ERFs (Chang y Stadler, 2001; Chen et
al., 2005; Hall et al., 2007). Los receptores del etileno tienen alta similitud con los
sistemas de sefial bacterianos de dos componentes. Diversos estudios sugieren la
existencia de variados mecanismos posibles para la salida de la sefial de los receptores,
que pueden involucrar tanto cambios en la actividad enzimatica como cambios de
conformacion (revisado por Hall et al., 2007). Otros estudios indican la importancia de
las interacciones, tanto fisicas como geénicas, entre los receptores y el componente
inmediatamente posterior en el camino de sefializacién. Se trata de CTR1, una proteina
que guarda similitud con las quinasas serina/treonina de la familia Raf y que actla, no
s6lo como regulador negativo, sino también como componente integral del complejo de

sefalizacidn receptor del etileno.
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Por el contrario, otros componentes de la ruta de sefializacion fueron
identificados como reguladores positivos, y la pérdida de sus funciones o la
sobreexpresion de los mismos pueden provocar la insensibilidad o la respuesta
constitutiva al etileno, respectivamente. Los receptores de la familia EIN3/EIL son
considerados como reguladores positivos, que estimulan otros factores de transcripcion,
tales como ERF1 (Solano et al., 1998). Chen et al. (2005) presentaron un modelo de
transduccion de la sefial del etileno donde estan incorporadas las relaciones genicas
entre los principales elementos intervinientes y los datos bioquimicos de la ruta. El
papel que los mismos desempefian en la sefializacion esta justificado por multiples

lineas de la investigacion.

Los receptores de etileno son codificados por familias multigénicas, y sus genes
y patrones de expresion fueron identificados y estudiados en diversas especies
vegetales, tales como Arabidopsis thaliana (Chang et al., 1993; Sakai et al., 1998), arroz
(Yau et al., 2004), maiz (Gallie y Young, 2004), tomate (Wilkinson et al., 1995;
Lashbrook et al., 1998), manzanas (Tatsuki et al., 2007), peras (El-Sharkawy et al.,
2003), durazno (Rasori et al., 2002), kaki (Pang et al., 2007) y meldn (Sato-Nara et al.,
1999).

Recientemente, se identificaron en kiwi diferentes componentes asociados a la
ruta de transduccion de sefiales del etileno, entre los cuales se cuentan cinco genes
codificantes de receptores del etileno, dos genes codificantes para proteinas similes de
CTR1, factores de transcripcion codificantes de cuatro proteinas similes de EIN3
(AdEILs), y 14 factores de respuesta al etileno (ERFs) (Yin et al., 2008, 2009, 2010).
Todos ellos se expresaron de forma diferente en distintos tejidos de la planta de
actinidia, y ninguno fue especifico de los frutos. Durante el desarrollo del fruto se
detectd una disminucion de los niveles de transcriptos de AdERS1a, AdETR3 y de dos
genes del tipo CTR, mientras que AdERS1b y AdETR2 alcanzaron su punto de
expresion maxima 97 d después de plena floracion. En el kiwi maduro, se detectdé una
respuesta diversa de los receptores al etileno enddgeno y exdgeno. AERS1a, ADETR2 y
AdETR3 aumentaron su expresion durante el climaterio y sus transcriptos fueron
inducidos por el etileno exdgeno. Al contrario, AAERS1b no demostrd una respuesta al
etileno. El gen ADETR1 fue regulado negativamente por el etileno enddgeno y exégeno
durante la maduracion de los frutos. Los dos genes codificantes para CTR1 mostraron

diferentes patrones de expresion.
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La complejidad de la ruta de transduccion de sefiales y diversidad de receptores
del etileno a ella asociados explica en buena medida la dificultad que existe para
determinar la forma exacta de accion del 1-metilciclopropeno (1-MCP), inhibidor de la
accion del etileno, como se detalla mas adelante. Por otra parte, la variedad y
multiplicidad de receptores que existe en diferentes especies justifica ampliamente la

diferente respuesta interespecifica al 1-MCP.

1.5.2. Eletilenoy el ablandamiento de los frutos: el caso del kiwi

El etileno es un disparador dominante para la maduracion de los frutos
climatéricos. Una hipétesis ya clasica en el area de la maduracién de los frutos propuso
la existencia de dos sistemas de regulacion de la produccion del etileno, ambos
operativos en los frutos climatéricos (McMurchie et al., 1972). El “sistema I” es un
sistema de produccion del etileno presente en los tejidos vegetales en general,
incluyendo los frutos en estado preclimatérico (inmaduro) y los frutos no climatéricos.
El etileno producido en este sistema solo alcanza niveles basales. En cambio, el
“sistema II” opera durante la maduracion de los frutos climatéricos o en tejidos
vegetales sometidos a condiciones de estrés, cuando la produccion del etileno es
autocatalitica. El etileno exdgeno o la aplicacion de compuestos andlogos del etileno
(como propileno o acetileno) producen retroinhibicion de la produccion del etileno en
tejidos regidos Unicamente por el sistema I, y la produccion autocatalitica de etileno en
tejidos en los que el sistema Il se encuentra activo (revisado en Sozzi, 2007b). Como ya
se menciond, resulta un hecho aceptado que la pérdida de firmeza de la mayoria de los
frutos climatéricos esta principalmente asociada con la accion del etileno, aunque
coexisten otros factores bidticos y abidticos que intervienen, actuando de forma
integrada (por ejemplo, Fonseca et al., 2005; Saladié et al., 2007). Aln cuando algunos
grupos de investigacion han sefialado la existencia de genes con regulacion
independiente del etileno (Alexander y Grierson, 2002; Lelievre et al., 1997) y factores
de transcripcion de tipo “MADS box” de caracteristicas similares en frutos climatéricos
y no-climatéricos (Vrebalov et al., 2002) que podrian sugerir la existencia de
mecanismos regulatorios comunes a la maduracion en ambos tipos de frutos
(Giovannoni, 2004), el etileno continta considerandose por lejos la hormona central y
principal en la regulacion de la maduracion de los frutos climatéricos. Mas aun, en

ciertos frutos como la pera europea, se considera a la percepcion del etileno como
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requisito —tanto para el inicio como para el avance— del proceso de ablandamiento
(Hiwasa et al., 2003a).

En el Kiwi, la maduracion no esté asociada con el cambio de color del epicarpo
del fruto. Por eso, la mayoria de las descripciones de la maduracion tienen como
principales indices de madurez a la firmeza del fruto y a su contenido de sélidos
solubles. En la préctica comercial, el kiwi debe cosecharse con un contenido de solidos
solubles mayor a 6,5 %, recomendandose valores de firmeza (medida con una sonda de
7,9 mm de didmetro) no menores a 62 N, aunque usualmente el fruto presenta valores
cercanos a 80 N a la cosecha. El ablandamiento del kiwi ocurre en una serie de estadios
consecutivas (Paterson et al., 1991; MacRae y Redgwell, 1992). El kiwi mantiene su
firmeza inicial préxima a 78 N durante 3-5 d (Estadio 1). En el Estadio 2, el
ablandamiento es muy notable: en él, la firmeza del fruto decrece hasta alcanzar
aproximadamente el 20% de su valor inicial al momento de la cosecha. Esta etapa puede
acelerarse mediante una exposicion de los frutos al etileno, o demorarse mediante el
almacenamiento de los frutos a bajas temperaturas, combinado o no con atmosferas
controladas (Mir y Beaudry, 2002) y/o con 1-MCP (Boquete et al., 2004; Koukounaras
y Sfakiotakis, 2007; Sozzi y Beaudry, 2007). En relacién con el uso de atmdsferas
controladas, cabe mencionar que la utilizacion de niveles de CO, superiores a 5 %
puede ocasionar problemas de pudricion en Kiwi (Tonini et al., 1989; Kader, 1997),
razon por la cual resulta fundamental no superar esos niveles para asegurar una calidad
apropiada (Harman y McDonald, 1989). Ademas, la combinacion de CO; y presencia de
etileno también puede generar inclusiones indeseables en la columela (Arpaia et al.,
1985). EIl climaterio respiratorio se asocia con la UGltima etapa (Estadio 3) del
ablandamiento durante la cual el kiwi pierde su firmeza lentamente, pasando por niveles
de firmeza apropiados para el consumo del fruto hasta la sobremadurez. La
diferenciacion del ablandamiento del kiwi en estadios permite distinguir los procesos
que ocurren durante la etapa de rapida pérdida de firmeza (Estadio 2) de aquellos otros

que se producen durante la etapa de fruto comestible (Estadio 3).

Un tratamiento con etileno efectuado a un lote de kiwis reduce el tiempo total
del ablandamiento desde aproximadamente 2 a 4 semanas a 1 semana, aunque esto varia

con el origen de cada lote (Schrdder y Atkinson, 2006).

La exposicién del kiwi a bajas temperaturas de entre 0 y 10 °C durante 12 0 mas

dias provoca un avance en el pico de biosintesis de etileno y en la maduracion, cuando
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se lo compara con los frutos mantenidos continuamente a 20 °C. El avance en la
biosintesis de etileno se debe al incremento de la actividad de ACS y ACO
inmediatamente después del atemperamiento de los frutos (Antunes y Sfakiotakis,
2002). Ademas, se conoce que existe una respuesta diferencial de distintos genes por
exposicion de los kiwis a bajas temperaturas (Yin et al., 2009).

1.5.3. Los inhibidores de la accién del etileno: el 1-MCP

El etileno puede afectar marcadamente la calidad de los productos frutihorticolas
después de la cosecha. Los efectos pueden ser beneficiosos o perjudiciales, dependiendo
del producto, de su grado de maduracion, y del uso deseado para el mismo (Saltveit,
1999). La produccion de etileno endogeno es parte esencial de la maduracion de los
frutos climatéricos y probablemente actia como reostato para los procesos dependientes
del mismo (Theologis, 1992). La aplicacion de etileno se usa rutinariamente para iniciar
una maduracion uniforme de algunos frutos como, por ejemplo, la banana. Es comun,
sin embargo, que las estrategias comerciales para los productos frutihorticolas se basen
en evitar la exposicion al etileno, minimizando la produccion o la accién del mismo
durante la maduracion, la cosecha, el almacenamiento, el empaque, el transporte y el
expendio, utilizando técnicas variadas que incluyen la refrigeracion, el uso de
atmosferas controladas o modificadas, el uso de secuestradores o agentes oxidantes del
etileno (por ejemplo, KMnQO,4, 0zono), y la utilizacion de agentes bloqueantes de la

sintesis y/o de la accion del etileno (Watkins, 2006).

Edward Sisler y su equipo desarrollaron tres generaciones de antagonistas de la
accion del etileno: 2,5-norbornadieno y su analogos, diazociclopentadieno y
ciclopropenos, capaces todos ellos de afectar diferentes procesos del desarrollo,
incluyendo la maduracion y la senescencia de los frutos (Sisler, 2006). Sin embargo, el
uso del 2,5-norbornadieno requiere de una exposicion continua de los tejidos vegetales a
altas concentraciones del compuesto quimico para que resulte efectivo y ademas puede
producir aromas extrafios en los frutos; por su parte, el diazociclopentadieno es un
compuesto explosivo cuando se usa en altas concentraciones (Sisler y Blankenship,
1993). De esta manera, estos dos compuestos presentan varias desventajas para su uso
comercial. Entre los ciclopropenos, el 1-MCP es el mas prometedor como inhibidor de

la accién del etileno, debido a que posee mayor estabilidad que el ciclopropeno, y
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resulta 1.000 veces mas activo que el 3,3-dimetilciclopropeno (Sisler y Serek, 1997). El
uso de los ciclopropenos para inhibir la accién del etileno fue patentado por Sisler y
Blankenship (1996).

El 1-MCP es un antagonista gaseoso muy efectivo que inactiva los receptores
del etileno en diferentes frutos y otros tejidos vegetales durante varios dias, mediante
una Unica aplicacién en dosis bajas de esa olefina ciclica. La maduracién posterior de
los frutos tratados con 1-MCP se produce presuntamente por la capacidad de los tejidos
Vvivos para sintetizar nuevos receptores luego de la aplicacion del producto. Por no haber
sido expuestos a la presencia de 1-MCP, esos nuevos receptores no se hallan
bloqueados. Asi, el etileno puede eventualmente unirse a ellos de forma reversible y
desarrollar sus funciones regulatorias, desencadenando la cascada de sefiales conducente
a la maduracion (Sozzi, 2007b).

El 1-MCP es inodoro, estable a temperatura ambiente, activo a muy bajas
concentraciones, y no tiene toxicidad, con bajos niveles de residuos mensurables (<0,1
ppm) en frutos (EPA, 2002). EI 1-MCP fue aprobado primeramente por la Agencia de
Proteccion del Ambiente (EPA) en el afio 1999 para su uso en plantas ornamentales y se
comercializ6 como EthylBloc® por Floralife, Inc. (Walterboro, SC). AgroFresh, Inc.,
filial de Rohm y Haas (Springhous, PA), desarrollo el 1-MCP bajo el nombre comercial
SmartFresh™ para el uso en productos horticolas comestibles (Watkins, 2006; Sozzi y
Beaudry, 2007). En el afio 2005, la ‘Food and Drug Administration’ homologo el uso
del 1-MCP en diversos alimentos de tipo frutihorticola. En el afio 2007, el 1-MCP se
encontraba aprobado para su uso en muchos paises, entre ellos Alemania, Argentina,
Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, China, Corea del Sur, Costa Rica,
Estados Unidos de América, Francia, Guatemala, Honduras, Irlanda del Norte, Israel,
Italia, Kenia, México, Nicaragua, los Paises Bajos, Nueva Zelanda, Reino Unido,
Sudafrica, Suiza y Turquia (Sozzi y Beaudry, 2007), mientras que los procesos de

registro del producto alcanzaban diferentes grados de avance en otros paises.

El 1-MCP se registrd para su uso en diversos productos, que varian segun cada
pais, y que abarcan las manzanas, los damascos, las paltas, los kiwis, los mangos, los
melones, las nectarinas, las papayas, los duraznos, las peras, los pimientos, los kakis, los
ananas, los platanos, las ciruelas, las calabazas, los tomates y los bulbos de los tulipanes

(Sozzi y Beaudry, 2007). Existen registros pendientes para el uso del 1-MCP en otras
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frutas y hortalizas y para otros paises, los cuales se estiman que seran emitidos en el

corto plazo.

El progreso comercial de la aplicacion tecnoldgica del 1-MCP resulté en la
formulacion del 1-MCP como un polvo estable, en el que el principio activo se
entrampa en una y-ciclodextrina, de tal forma que el 1-MCP resulta répidamente
liberado como un gas después que el polvo se disuelve en el agua. Asi, el 1-MCP
constituye una herramienta que permite nuevas estrategias para inhibir la accién del
etileno y, por lo tanto, la maduracion y la senescencia de frutos, especialmente
climatéricos (Blankenship y Dole, 2003; Watkins, 2006; Sozzi y Beaudry, 2007;
Watkins, 2008).

El efecto del 1-MCP se estudié en una amplia variedad de frutos, tanto a nivel
fisiologico como génico. Las manzanas constituyen un ejemplo importante dentro de los
productos frutihorticolas para demostrar las oportunidades y las limitaciones del 1-
MCP. Las manzanas fueron las primeras en recibir la certificacion para el uso del 1-
MCP, el cual fue incorporado rapidamente en la industria mundial por los excelentes
resultados que reporta (revisado por Watkins, 2006; Sozzi y Beaudry, 2007; Watkins,
2008). En las manzanas, las altas concentraciones de etileno endégeno asociado con el
climaterio en la maduracién son inhibidas despues de tratamientos con el 1-MCP, pero
el grado de inhibicién depende fuertemente del cultivar, del manejo del producto, del
tiempo de almacenamiento transcurrido antes del tratamiento, de la dosis y de la
combinacion con otras técnicas de conservacion (Fan y Mattheis, 1999; Fan et al., 1999;
Watkins et al., 2000; Dauny y Joyce, 2002; Toivonen y Lu, 2005).

1.5.4. El 1-MCP en kiwi

La aplicacién del 1-MCP al kiwi inmediatamente después de su cosecha reduce
la produccion de etileno y el ablandamiento de los frutos almacenados posteriormente a
20 °C (Kim et al., 2001; Koukounaras y Sfakiotakis, 2007). En el kiwi, el 1-MCP
impide la respuesta de todos los componentes del sistema de receptores del etileno, pero
solo se observo una disminucion en el nivel de transcriptos de AJETR2 y AdCTR1 por
aplicacion de 1-MCP, ocurriendo ademas una disminucién de la expresién de ADETR3
luego de 21-25 d (Yin et al., 2008). Sin embargo, no existe informacion sobre la

expresion de los genes codificantes de las enzimas ACS y ACO en Kiwis tratados con 1-
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MCP, lo que resulta de importancia central para la comprensién del proceso de
maduracion y ablandamiento. De hecho, los genes que codifican para las enzimas ACS
y ACO en distintos frutos climatéricos responden de formas diferentes ante la
aplicacion de 1-MCP. En manzanas, la aplicacion de 1-MCP reduce drésticamente la
expresion de los genes codificantes de las enzimas ACO y ACS, mientras que no se

observaron efectos de interés sobre dichos genes en el durazno (Dal Cin et al., 2006).

Los efectos del 1-MCP en la maduracion del kiwi parecen ser variables
(Watkins, 2008). En efecto, el 1-MCP demora el ablandamiento cuando el fruto es
tratado al momento de cosecha (Kim et al., 2001; Menniti et al., 2005; Koukounaras y
Sfakiotakis, 2007), pero los efectos se pierden durante el almacenamiento en cdmara
fria, incluso cuando las concentraciones de 1-MCP aplicadas son elevadas (Kim et al.,
2001; Antunes et al., 2010). Por otra parte, Colelli y Amodio (2003) no detectaron
efectos del 1-MCP en frutos tratados despues del almacenamiento en frio. La sumatoria
de estos resultados condujo a la suposicion de que los beneficios de la aplicacion del 1-
MCP en kiwi serian limitados (Watkins, 2008). En oposicion a lo anterior, Boquete et
al. (2004) mostraron que los kiwis tratados con 1-MCP después de 30 d de conservacion
en frio e inmediatamente antes de retornar los frutos a temperatura ambiente,
manifiestan niveles muy bajos de produccion de etileno y valores de firmeza mas
elevados que los frutos no tratados al ser posteriormente almacenados a 20 °C. Sin
embargo, se desconoce el tiempo que el kiwi podria estar sometido al frio y ain
evidenciar una respuesta a la aplicacion de 1-MCP. Por otra parte, no se encontrd un
protocolo de aplicacion que pudiera integrar los resultados aparentemente contrapuestos

obtenidos por los distintos equipos de investigacion.

En esta Tesis se establecidé provisionalmente —como base de una investigacion
que pudiera confirmar o negar la validez de las aseveraciones de Watkins (2008)- la
hipdtesis de trabajo de que, contrariamente a lo que sucede en la mayoria de frutos
climatéricos (por ejemplo, en manzanas, en peras, en caquis y en ciruelas con climaterio
no suprimido) que sélo expresan respuestas impactantes al 1-MCP en un periodo muy
limitado de su proceso de maduracion, el kiwi es capaz de responder al 1-MCP durante
casi todas las etapas de ablandamiento del fruto, siempre y cuando el regulador sea
aplicado inmediatamente antes de su salida de cAmara fria. Esto tendria: 1) un impacto
categdrico a nivel basico, pues permitiria inhibir la accion del etileno y determinar

cuéles procesos son dependientes del etileno en cualquier etapa del ablandamiento del
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fruto; y 2) consecuencias decisivas a nivel industrial, pues permitiria prolongar la vida
del fruto en postcosecha, no en estados de inmadurez de consumo, sino cuando éste ya

se encuentra en condiciones de ser consumido.

1.6. Estructura, composicion y metabolismo de la pared celular

Durante el proceso de maduracion de los frutos, una serie de eventos
programados genéticamente cambia las caracteristicas de un fruto inmaduro, firme, y
acido a las de un fruto con apariencia usualmente més atractiva, dulce y con una textura
suave. La sintesis de compuestos volatiles (responsables de los aromas), y de &cidos
organicos y de azucares (responsables principales del sabor), se combina con una serie
de cambios en las propiedades texturales de los frutos. La firmeza constituye una
medicion instrumental ampliamente utilizada como representante de la textura. Si bien
dos frutos de firmeza similar pueden diferir considerablemente en su aceptacion por
parte del consumidor debido a disparidades en términos de su textura mas 0 menos
fundente (jugosidad), los cientificos y técnicos usan la medicidn de la firmeza como un
buen indicador del grado de madurez y de calidad de los Kiwis, junto con otros indices,

como se comentd anteriormente.

La firmeza de los frutos estéd condicionada por varios factores, siendo uno de los
principales la rigidez mecanica determinada por las paredes celulares (Harker et al.,
1997). El ablandamiento de los frutos es un proceso multifacético resultante de una
plétora de cambios a nivel morfoldgico y celular, entre los que se destacan el
desensamblaje de la pared celular y la reduccion de la presion de turgencia. Durante el
crecimiento del fruto, sus células soportan presiones importantes y requieren
simultdneamente del mantenimiento de la resistencia de la pared celular, y de su
relajacion con integracion continua de nuevos componentes estructurales a los
polimeros de la pared celular (Cosgrove, 1997a, 2003). Durante la maduracion, el
desensamblaje de la arquitectura de la pared celular se asocia con la degradacion de esos
polisacaridos y la modificacion de las uniones entre polimeros. Ademas, la presion de
turgencia disminuye debido a la acumulacion de solutos en el espacio de la pared
celular, contribuyendo a los cambios texturales durante la maduracion (Brummell,
2006). En el caso del kiwi, un almacenamiento a 20 °C durante 3 semanas produce no

s6lo una disminucion de la firmeza sino también del didmetro del fruto, y una



18

acumulacion de agua en el mesocarpo, sugiriendo que existe una migracion del agua
hacia los tejidos méas externos del fruto y que las pérdidas por evapotranspiracion son
mas lentas que el proceso de migracion del agua (Taglienti et al., 2009).

La pared celular es una estructura compleja, responsable de la forma y rigidez de
las células en muchos tejidos vegetales. Ademas, participa en la adhesion de las células
entre si, en la sefalizacion entre las células, en los mecanismos de defensa y en
numerosos procesos del crecimiento y de la diferenciacion (Cosgrove, 1997b). La pared
celular estd altamente hidratada (~65% de agua) y el componente acuoso contiene
diversos solutos disueltos, que abarcan iones y proteinas solubles (incluyendo enzimas).
En plantas, la pared celular primaria es considerada como una red de microfibrillas de
celulosa embebidas en una matriz de glicanos de matriz y pectinas (Figura 1.2; Carpita
y Gibeaut, 1993; Cosgrove, 1997b; Brummell, 2006). En plantas dicotileddneas, la
composicion general de la pared celular primaria incluye aproximadamente 30% de
celulosa, 30% de glicanos de matriz (hemicelulosas), 35% de pectinas y 5% de
proteinas estructurales aunque, en paredes celulares de frutos, el contenido de pectinas

puede ser sustancialmente mayor y el de proteinas menor (Cosgrove, 1997b).

1.6.1. Principales componentes de la pared celular

La composicion y disposicion de los polimeros que componen la pared celular
varian entre especies, entre tejidos de la misma especie, entre células individuales e
inclusive entre regiones de la misma pared que rodea un protoplasto (Carpita y
McCann, 2000; O’Neill y York, 2003). Existen doce diferentes restos glicosilos
constitutivos de todas las paredes primarias, aunque en diferentes cantidades. Estos
restos glicosilos incluyen las hexosas (D-glucosa; D-manosa; D-galactosa y L-galactosa),
las pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), las 6-deoxi hexosas (L-ramnosa y L-fucosa) y los
acidos hexuronicos (acido D-galacturonico y 4acido D-glucurdnico). El é&cido D-
galacturonico esta presente tanto como acido cuanto como su derivado metil
esterificado en el C6. Las paredes primarias contienen también un resto pentosilo
ramificado (D-apiosa) y un resto glicosilo acido ramificado (acido acérico). En menor
medida, se presentan algunos cetoazlcares y restos mono-O-metil glicosilos. Todos los
restos hidrocarbonados citados constituyen los hidratos de carbono presentes en las

diferentes fracciones de la pared celular, que se comentan a continuacion. Por otra parte,
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una seccion sustancial de este trabajo de Tesis se centra en la investigacion de genes
codificantes de enzimas capaces de liberar algunos de los restos glicosilos anteriormente

citados: D-galactosa, L-arabinosa y, eventualmente, D-xilosa.

Microfibrillas de Glicanos de matriz
celulosa (hemicelulosas)

Pectinas

Proteinas
estructurales

Figura 1.2 Modelo tridimensional de la estructura de la pared celular tipo 1.
Se muestran las interacciones moleculares entre la celulosa, los glicanos de matriz, las pectinas

y las proteinas estructurales de la pared celular (Carpita y McCann, 2000)

La estructura principal de la pared celular (Figura 1.2) se compone de:

» Celulosa - es un polimero lineal formado por entre 2000 y 2500 unidades de D-
glucosa unidas por enlaces glicosidicos p-(1,4). Las cadenas de glucanos se ensamblan
entre si por puentes de hidrogeno, conformando microfibrillas rigidas e inextensibles
(Brummell, 2006) que pueden contener 36 cadenas de glucanos. Las regiones internas
de las microfibrillas son cristalinas y excluyen el agua, mientras que las capas externas
son mas amorfas. La celulosa cristalina tiene una resistencia a la traccion muy elevada —
equivalente a la del acero—, ademas es insoluble, quimicamente estable, y relativamente

“inmune” a los ataques enzimaticos (Cosgrove, 1997h).

» Glicanos de Matriz — anteriormente denominados en su conjunto con el nombre
de “hemicelulosas”, son un grupo heterogéneo de glicanos no cristalinos, neutros o
débilmente &cidos, compuestos predominantemente por azlcares neutros, sin contener
acido galacturénico. Estan fuertemente ligados a través de uniones puentes de hidrégeno

a la superficie de las microfibrillas de celulosa (Varner y Lin, 1989).
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En las paredes primarias de las plantas dicotiledéneas, el glicano de matriz mas
abundante y estudiado es el xiloglucano. Se trata de un polimero formado por un
esqueleto de restos de D-glucosa en uniones B-(1,4), al igual que la celulosa, pero con el
agregado a distancias regulares de cadenas cortas de o-D-xilosa, 3-D-galactosa y o-L-
fucosa en el carbono 6 de los restos de glucosa de la cadena principal del glucano (Fry,
1988). Los xiloglucanos son mas largos que el espacio entre las microfibrillas de
celulosa y tienen por eso la capacidad para conectar las microfibrillas.

Ademas de xiloglucanos, se encuentran presentes en una proporcion mucho
menor otros glicanos de matriz, tales como arabinoxilanos (polimeros con un esqueleto
de restos xilosilos en uniones p-(1,4) con restos arabinosilos laterales),
arabinoxiloglucanos (polimeros con una cadena principal constituida por restos
glucosilos unidos por enlaces B-(1,4), sustituida por restos de xilosa en union a-(1,6),
seguidos de arabinosa en union a-(1,2)) y glucuronoarabinoxilanos (conformados por un
esqueleto principal de xilosas unidas por uniones B-(1,4), sustituidas por acido
glucurdnico y arabinosa, ambos en uniones a-(1,2)) (Beldman et al., 1997; Saha, 2000;
Sozzi et al., 2002).

» Pectinas - componen la fraccion mas soluble de los polisacaridos de la pared
celular. Estan constituidas por un grupo heterogéneo de polisacaridos, el cual
normalmente contiene azucares acidos, tales como el acido glucurénico y el acido
galacturonico, y azucares neutros, tales como la ramnosa, la galactosa y la arabinosa
(Cosgrove, 1997b).

Las pectinas mas importantes de la pared celular vegetal son:

- Homogalacturonano — tiene una estructura primaria relativamente simple, ya

que se trata de un polimero lineal, formado por restos de acido D-galacturénico unidos
por enlaces a-(1,4). Los polimeros se conectan entre si por uniones puentes de Ca®*
(Fry, 1988).

- Ramnogalacturonano | (RG 1) — tiene repeticiones de subunidades de

disacaridos (1,2)-a-L-ramnosil-(1,4)-a-D-galacturdnico, con largas cadenas laterales de
arabinanos y arabinogalactanos. Las cadenas de RG | pueden enrollarse alrededor de las
microfibrillas, lo que posibilita el anclaje de las pectinas y la celulosa, manteniéndolas
juntas. A su vez, actian como uniones potenciales entre las redes de pectina y la red de

hemicelulosa-celulosa (Brummell, 2006).
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- Ramnogalacturonano Il (RG Il) — es un heteropolimero de alta complejidad,

formado por un esqueleto de (1,4)-a-D-galacturdnico, cuyas cadenas laterales contienen
diversos azucares neutros en mayor o menor grado. Los RG Il se conectan entre si por

uniones diéster borato (Brummell, 2006).

Los polimeros pécticos son los principales componentes de la lamina media, una
region importante entre las paredes celulares que mantiene la adhesion entre las celulas

y la sustentacion de las células en los tejidos de los frutos (Redgwell y Fischer, 2002).

Las pectinas son el objeto de numerosas modificaciones que alteran sus
conformaciones y su conexion con la pared. Muchos de los restos &cidos en las pectinas
estan esterificados con un grupo metilo, acetilo u otros no identificados. Esta
esterificacion ocurre en el aparato de Golgi y la union ester puede ser escindida por las
esterasas en la pared celular. La desesterificacion modifica la carga eléctrica en la pared,
lo cual puede influir en la actividad de las enzimas de la pared celular (Cosgrove,
1997b). La desesterificacion también afecta las propiedades fisicas de las pectinas,
causando que las cadenas pécticas formen geles hidratados al unirse por uniones puentes
de Ca**. Ademas, las pectinas pueden estar unidas unas a otras mediante enlaces
covalentes, que incluyen los enlaces éster a través de los dimeros fenolicos tales como
el &cido diferulico (Fry, 1988).

En la dltima década, se propuso un nuevo modelo de organizacion de los
polisacaridos de la pared celular en plantas dicotiledéneas, en el cual la diferencia
principal radica en la unién entre las moléculas de pectinas (Vincken et al., 2003). En
contraste con los modelos previos, en los cuales HG y RG | fueron previstos como
polisacaridos separados o unidos por los extremos, el nuevo modelo propone que HG y
otros componentes pécticos podrian funcionar como las cadenas laterales del RG I. De
acuerdo a este modelo, los RG | estan ligeramente alineados con las microfibrillas de
celulosa, y el entrecruzamiento entre las moléculas de pectinas resultaria de los uniones
diéster entre los dominios RG II, y de los puentes de Ca*" entre dominios no

esterificados de HG.

» Proteinas estructurales - En las plantas, se describieron y sistematizaron varias
clases de las proteinas estructurales de acuerdo con su composicion, es decir, con los
aminodacidos predominantes. Muchas de estas proteinas estan glicosiladas en mayor o

menor grado. Tipicamente, estas proteinas tienen una estructura primaria repetitiva y se
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vuelven insolubles en las paredes durante la maduracion de las células por los enlaces
difenilicos entre las tirosinas (Cosgrove, 1997b). Entre las proteinas estructurales mas
conocidas de la pared celular vegetal se encuentran las extensinas o proteinas ricas en
hidroxiprolina, las proteinas ricas en prolina, las proteinas ricas en glicina y las
proteinas de arabinogalactanos. Las proteinas estructurales varian en su abundancia,
dependiendo del tipo de célula, del estadio del desarrollo y/o de una estimulacién previa
que haya recibido la planta (heridas, ataques de agentes patdgenos u otros seres vivos)
(Cosgrove, 1997b).

1.6.2. Metabolismo de la pared celular durante la maduracion de los

frutos

La maduracion de la mayoria de los frutos carnosos incluye una combinacion de
cambios texturales significativos y a veces drasticos, los cuales son usualmente
agrupados bajo el término “ablandamiento” (Rose et al.,, 2003). Adn cuando el
ablandamiento sea s6lo uno de los muchos procesos resultantes de cambios bioquimicos
que operan durante la maduracion de los frutos, ostenta una importancia de primer
orden, no solamente por su contribucion a la calidad que determina el consumo de
muchos frutos, sino también por dictaminar en muchos casos cuéles han de ser los
procedimientos de manejo en postcosecha de estos productos. Debido al vinculo
estrecho existente entre la textura y la calidad de los frutos, por una parte, y entre el
ablandamiento en postcosecha, el ataque de agentes patdgenos y la vida util de los
frutos por otra, los cientificos pusieron particular énfasis en el estudio de los
mecanismos implicados en la pérdida de firmeza (Brummell y Harpster, 2001). Como
se comentd anteriormente las modificaciones de la pared celular han demostrado ser uno
de los factores determinantes —aunque no el Unico— en el ablandamiento de los frutos
(Giovannoni, 2001).

El ablandamiento de los frutos estd acompafiado por la despolimerizacion y
solubilizacion de diferentes clases de polisacaridos de la pared celular tales como
pectinas y glicanos de matriz, por la pérdida de azUcares neutros de la pared celular vy, al
mismo tiempo, por el elevado nivel de expresion de los ciertos genes, codificantes de
proteinas/enzimas asociadas con la degradacion de la pared celular (Brummell y
Harpster, 2001; Giovannoni, 2001; Sozzi, 2004; Vicente et al., 2007; Bennett y
Labavitch, 2008; Goulao y Oliveira, 2008; Li et al., 2010). Los trabajos recientes



23

indican que, al principio de la maduracion, los cambios de pared celular catalizados por
varias enzimas pueden regular y/o limitar las actividades de otras enzimas necesarias
para el ablandamiento (Brummell y Harpster, 2001; Vicente et al., 2007). Sin embargo,
se demostrd que el principal determinante no es una sola proteina, sino un conjunto de
proteinas que se encuentran implicadas en el ablandamiento de muchos frutos
(Brummell y Harpster, 2001; Sozzi, 2004; Vicente et al., 2007; Bennett y Labavitch,
2008; Goulao y Oliveira, 2008). Hasta fines de la década de 1980 se sefialaba a la
poligalacturonasa (PG) y a la pectin metilesterasa (PME) como las principales enzimas
responsables de los cambios en la pared celular que ocurren durante el ablandamiento
de los frutos (Brummell y Harpster, 2001). Sin embargo, la supresion de la acumulacion
de transcriptos de PG (Smith et. al., 2002) y de la actividad de PME (Thakur et al.,
1996) en frutos “antisentido” de tomate demostrd la contribucion limitada que estas
enzimas ejercen en el ablandamiento de ese fruto en particular (Brummell y Harpster,
2001).

La solubilizacién inicial de los polimeros pécticos durante la maduracion en
frutos con textura de tipo fundente, entre los que encuentran los frutos de Prunoideas
(revisado por Brummell, 2006; ver ademas Ponce et al., 2010 y trabajos alli citados), y
el kiwi (Redgwell y Fischer, 2002), no siempre estd acompafiada por cambios
significativos en el tamafio de los polimeros que constituyen las pectinas. Por otra parte,
la pérdida de los restos galactosilos, arabinosilos y otros de las cadenas pécticas es un
evento importante, aungque no siempre se encuentra asociado con la solubilizacion de las
pectinas durante el ablandamiento de los frutos, tal como se verifica en el caso del Kiwi
(Schroder y Atkinson, 2006).

1.6.3. Los cambios de la pared celular durante la maduracion del kiwi

La mayoria de las investigaciones sobre modificaciones de la pared celular en
Kiwi se efectuaron utilizando el mesocarpo externo de frutos ‘Hayward’ previamente
tratados con etileno. Los principales cambios registrados son la solubilizacion de las
pectinas, la dilatacion de la pared celular, la degradacion de las pectinas, la reduccién
del peso molecular de los xiloglucanos y la disolucion de la lamina media, todo lo cual
conduce a la desintegracién de la pared celular. Como se resumié anteriormente, esos

cambios ocurren no sélo en Kiwi, sino en la mayoria de los frutos que se ablandan hasta
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alcanzar una textura fundente y suave (Brummell y Harpster, 2001; Brummell, 2006).
Sin embargo, la forma en que se vinculan los cambios de la pared celular del kiwi con
cada una de las etapas de ablandamiento, primero en ausencia de produccién
autocatalitica de etileno y, finalmente, acompafiada por una biosintesis de etileno
masiva, es propia de este fruto.

En efecto, los cambios en la pared celular durante la maduracion del Kiwi
ocurren en tres etapas principales, en coincidencia con los estadios del ablandamiento
ya descriptos (MacRae y Redgwell, 1992; Schrdder y Atkinson, 2006). En el Estadio 1,
el fruto se encuentra en una situacion fisiologica apropiada para madurar, lo que en
efecto sucede si se lo expone a etileno. Sin embargo, en ausencia de etileno, el fruto no
se ablanda inmediatamente después de la cosecha. Cuando el fruto pasa al Estadio 2,
ocurre la degradacion del almidén, desesterificacion (en coincidencia con un marcado
incremento de actividad de la enzima PME), solubilizacion de las pectinas, y una
dilatacion (hinchamiento) de la pared celular (Redgwell et al., 1997a). El Estadio 2 se
caracteriza por las grandes pérdidas de arabinosa y de galactosa, degradacion de las
pectinas solubles y disminucién del peso molecular de los xiloglucanos (Redgwell et al.,
1997b). Los frutos se ablandan hasta 20% respecto del grado de firmeza obtenido al
momento de la cosecha. Finalmente, el climaterio respiratorio, la produccion del etileno
enddgeno vy la sintesis de los volatiles aromaticos estan asociados con el Estadio 3. El
ablandamiento continda durante esta etapa hasta que el fruto pasa de la madurez de
consumo (5-10% de la firmeza de cosecha) a la sobremadurez. Durante esta etapa final,
se verifica una dilatacion maxima de la pared celular con solubilizacién masiva de
pectinas, que desemboca en la pérdida de la lamina media, lo que disminuye la adhesion

entre las células y como resultado influye en la textura del fruto (Hallett et al., 1992).

1.6.4. Principales proteinas con o sin actividad enzimatica demostrada

gue modifican polimeros de la pared celular

Existe una pléyade de proteinas con o sin actividad enzimatica demostrada, que
son responsables potenciales o actuales de la modificacion de polimeros de la pared
celular. A continuacion se realiza una breve descripcion de las enzimas que, ademas de

ser investigadas en otros frutos, fueron estudiadas en Kiwi por otros equipos de trabajo.
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Asimismo, se refieren los antecedentes principales de las proteinas de pared celular, con

0 sin actividad enzimética demostrada, cuyos genes son objeto de estudio de esta Tesis.

» Enzimas gue acttan sobre glicanos de matriz:

e Endo-(1,4)p-D-glucanasas (EGasas; EC 3.2.1.4). Son enzimas que catalizan la
hidrolisis de los enlaces internos de cadenas de glucanos unidos por enlaces B-(1,4),
adyacentes a restos de D-glucosa no sustituidos. A menudo, se hace referencia a estas
enzimas como “celulasas”, sin embargo la mayoria de las EGasas carecen del dominio
para poder unirse a microfibrillas de celulosa, como los dominios encontrados en las
células microbianas. Por eso, no pueden degradar las microfibrillas de celulosa
(Brummell et al., 1994). Asi, en las paredes celulares, sus sustratos naturales posibles
son los xiloglucanos y las regiones no cristalinas (vulgarmente conocidas como
“amorfas”) de la celulosa (Brummell y Harpster, 2001). Se verificd la actividad de
EGasas en frutos de diferentes especies, pero solo en algunas se sugirio de forma
convincente la existencia de un sustrato natural (Brummell et al., 1994). Por lo general,
las EGasas poseen baja afinidad por los xiloglucanos, y diferentes aproximaciones
utilizando frutos transgenicos antisentido de tomate, pimiento y frutilla no permitieron

dilucidar el papel que desempefian las EGasas (revisado extensamente por Sozzi, 2004).

e Xiloglucano endotransglicosilasas (XETs, EC 2.4.1.207). Son enzimas que
catalizan la hidrdlisis de los enlaces internos de la cadena B-(1,4)-D-glucano del
xiloglucano, transfiriendo el extremo reductor recién formado a la posicion C-4 del
extremo no reductor de otra cadena de xiloglucano (Brummell y Harpster, 2001). En
Kiwi, la actividad de la XET se caracterizd bioquimica y fisiologicamente (Redgwell y
Fry, 1993; Percy et al., 1996; Schroder et al., 1998). La actividad por unidad de peso
fresco es 42 veces mas elevada en la columela que en el mesocarpo externo. La
actividad se incrementa en todos los tejidos luego de un tratamiento de 24 h con etileno,
aungue el incremento es mucho mayor en el mesocarpo externo. También se observo
una marcada dilatacién de la pared celular 24 h después de la deteccion del incremento
inicial de la actividad de XET, lo que sugeriria un rol relacionado con la dilatacion de la
pared celular, preparatoria de otros cambios (Redgwell y Fry, 1993). EIl kiwi es uno de
los escasisimos ejemplos en los que se ha encontrado in vitro una actividad xiloglucano
endohidrolitica para XET (Schrdder et al., 1998). Asimismo, como los mananos tienen

un rol estructural andlogo al de los xiloglucanos, también se estudié la presunta
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existencia de una manano transglicosilasa, encontrandose la actividad mas elevada en
flores de kiwi (Schroder et al., 2004).

e B-D-xilosidasas (B-Xil; EC 3.2.1.37). Son enzimas que catalizan la liberacion de
xilosa a partir de los extremos no reductores de los xilooligosacaridos generados por las
endo-B-1,4-D-xilanasas. La hidrdlisis completa de los arabinoxilanos de la pared celular
requeriria de la accion de endo-f-1,4-D-xilanasas o de B-1,4-xilano endohidrolasas (EC
3.2.1.8), como también de B-Xil. Esta enzima no fue estudiada en detalle en frutos, pero
su presencia se detectd en paltas, tomates, peras europeas y japonesas, ciruelas,
damascos, duraznos y aceitunas (ver Sozzi, 2004 y referencias alli incluidas). También
se observo actividad de B-Xil en Kiwi (Boquete et al., 2004), la cual se incrementa
marcadamente durante la maduracion de los frutos. La aplicacion de 1-MCP 1 pL L™
disminuye significativamente la actividad de B-Xil, lo que implicaria que el etileno
podria desempefiar un papel en su modulacion (Boquete et al., 2004). Un gen
codificante para una enzima que degrada xilanos mostro, mediante un analisis de
microarreglos, un pico de expresion 168 h después del inicio de un tratamiento con
etileno (Atkinson et al., 2011).

» Enzimas gue acttan sobre glicanos de matriz y/o pectinas:

¢ B-D-Galactosidasas (B-Gal, EC 3.2.1.23). En las plantas superiores, son enzimas
de tipo “exo0” capaces de remover los restos B-D-galactosilos a partir de los extremos no
reductores de las cadenas laterales de los RG I, los cuales poseen por lo general la
mayor parte de los restos de galactosa de la pared celular. Asi, aumenta la solubilidad de
los RG 1, y se incrementa la porosidad de la pared celular; ademas, se considera que la
actividad de p-Gal puede facilitar el acceso de PME y PG a sus sustratos (Brummell y
Harpster, 2001). B-Gal también puede actuar en ciertos casos como [B-galactanasa. El

tema se desarrolla mas ampliamente en la seccion 1.6.5.

e a-L-Arabinofuranosidasas (o-Ara, EC 3.2.1.55). Son exoglicosidasas que
catalizan la hidrolisis de los restos terminales no reductores de polimeros pécticos y
hemicelulésicos, liberando arabinosa (Beldman et al., 1997; Saha, 2000; Sozzi, 2004).
Algunas a-Ara pueden actuar in vivo como arabinasas. Por otra parte, algunas enzimas
actuan de forma bifuncional (o-Ara/B-Xil) sobre sustratos de sintesis, pero lo hacen
Unicamente como a-Ara sobre sustratos naturales aislados de frutos (Tateishi et al.,

2005). El tema se desarrolla mas extensamente en la seccion 1.6.5.
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» Enzimas gue actlian sobre pectinas:

e Pectato liasas (PL, EC 4.2.2.2). Son enzimas que catalizan la ruptura de uniones
a-1,4-galacturonosidas en pectinas desesterificadas mediante un mecanismo de
eliminacién beta en presencia de Ca**, produciendo oligosacaridos con restos de 4cido
galacturénico no saturado en el extremo no reductor. EIl tema se desarrolla in extenso en

la seccién 1.6.6.

e Poligalacturonasas (PG). Son enzimas que catalizan la ruptura hidrolitica de las
uniones a-(1,4) de los restos de acido galacturénico, y pueden ser de accién exo o endo.
Las exo-PG (EC 3.2.1.67) remueven unidades simples de acido galacturonico del
extremo no reductor del acido poligalacturénico, mientras que las endo-PG
(EC3.2.1.15) clivan dicho polimero en posiciones internas al azar (Brummell y
Harpster, 2001). En Kiwi, se caracterizd la expresion de tres ADNc de PG (CkPGA,
CkPGB y CkPGC) aisladas del fruto de A. chinensis (Wang et al., 2000). La expresion
de CKPGA y CKkPGB se detectd solamente en frutos que producian etileno. Por su parte,
y utilizando RT-PCR, se observo la expresion del gen CkPGC en frutos en
ablandamiento que, al atravesar la etapa del climaterio, alcanz6 niveles maximos 50
veces mayores que los de CKPGA y CkPGB. Sin embargo, la expresion de este gen
también se detectdé durante el desarrollo del fruto y en frutos recolectados antes del
inicio del ablandamiento. Estos resultados podrian sugerir que la expresion de los genes
codificantes de PG en kiwi se requeriria no solo durante los periodos de degradacion de
la pared celular del fruto, sino también durante las etapas de expansion (Wang et al.,
2000). Un gen de PG se expreso luego de 12 h de tratamiento con etileno (Atkinson et
al., 2011).

e Pectin metilesterasas (PME; EC 3.1.1.11). Son enzimas que catalizan la
desmetilacion del grupo carboxilo en la posicion C-6 de los restos de acido
galacturonico de las pectinas de alto peso molecular. Esta desmetilacion cambia el pH y
la carga de la pared celular, permitiendo la agregacion de los poliurénidos en la
estructura del gel, y volviendo a aquéllos mas susceptibles a la degradacion por PG
(Brummell y Harpster, 2001). En Kkiwi, se estudiaron las propiedades estructurales de
una pectinmetilesterasa (Ciardiello et al., 2008). Su actividad resulta inhibida por
interaccién con un inhibidor proteico denominado PMEI, aislado del mismo fruto. El
complejo PME/PMEI de kiwi es muy estable en un rango amplio de pH y se disocia

Gnicamente a pH 10, a diferencia de lo observado en la PME de tomate (Ciardiello et
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al., 2008). EIl inhibidor se mantiene estable entre 20 y 40 °C, por lo cual es
potencialmente interesante para la inhibicioén de la enzima en la industria de jugos (Hao
et al., 2008). Un inhibidor de PME se expresa en kiwi luego de 24 h de tratamiento con
etileno (Atkinson et al., 2011).

» Proteinas sin actividad enzimatica conocida:

e Expansinas (Exp). Son proteinas localizadas en la pared celular, sin actividad
enzimética acreditada. Probablemente actdan causando una ruptura irreversible de los
puentes de hidrogeno entre las microfibrillas de celulosa y los polisacéridos de la
matriz, particularmente los xiloglucanos, favoreciendo la relajacion de la pared celular
al permitir el deslizamiento de unas microfibrillas respecto de otras, impulsado por la
presion de turgencia (Brummell y Harpster, 2001). El tema se desarrolla maés

extensamente en la seccion 1.6.7.

1.6.5. Caracteristicas generales de las a-L-arabinofuranosidasas y p-D-

galactosidasas

La arabinosa y la galactosa son componentes abundantes de la pared celular,
constituyentes ambos de las pectinas y de los glicanos de matriz (O’Neill y York, 2003).
Los restos arabinosilos y galactosilos estan presentes de forma conspicua en
polisacaridos pécticos tales como los arabinanos, galactanos y arabinogalactanos
(ramificaciones laterales del RG | integradas por arabinosa sola, galactosa sola o por
galactosa y arabinosa, respectivamente). En polisacaridos hemicelulésicos, la arabinosa
estd presente en los arabinoxilanos (polimeros con un esqueleto de restos xilosilos con
uniones B-1,4, sustituidos con restos arabinosilos laterales unidos mediante uniones o-
1,2), arabinoxiloglucanos (polimeros de restos glucosilos unidos con uniones B-1,4,
sustituidos por restos de xilosa en union a-1,6, seguidos de arabinosa en union a-1,2) y
glucuronoarabinoxilanos (conformados por un esqueleto principal de xilosas unidas por
uniones B-1,4, sustituidas por acido glucurénico y arabinosa, ambos en uniones o-1,2)
(Beldman et al., 1997; Saha, 2000; Sozzi et al., 2002). Asimismo, la galactosa puede
formar parte de las cadenas laterales de otros glicanos, como los galactomananos
(conformados por cadenas principales de manosa con uniones -1,4, con unidades de
galactosa en posiciones O-6) o los galactoglucomananos (conformados por cadenas

principales de manosa y glucosa unidas por uniones 3-1,4, con unidades de galactosa en
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posiciones O-6). En estos ultimos dos casos, la galactosa se une por uniones a-1,4, por

lo cual se requeriria una a-galactosidasa para su clivaje.

La pérdida de los restos de azUcares neutros en la pared celular fue observada
durante la maduracién de diferentes frutos, aunque el nivel de pérdida y la especificidad
del azucar liberado depende altamente de la especie, y hasta de la variedad considerada
(Gross y Sams, 1984; Redgwell et al., 1997b).

En el kiwi, los estudios recientes demostraron que el inicio de la pérdida de
galactosa de la pared celular es uno de los primeros eventos durante el complejo
programa de ablandamiento del fruto. Las pérdidas de galactosa ocurren particularmente
de las ramas de galactanos unidos fuertemente a la pared celular, con pérdidas menores
a partir de pectinas mas facilmente solubles (Ross et al., 1993). Sin embargo, se han
encontrado peérdidas de galactosa importantes tanto en fracciones hemicelulosicas

(Redgwell et al., 1997b) como en fracciones pécticas (Li et al., 2006).

Como se sefialo anteriormente, las enzimas a-Ara y -Gal catalizan la hidrolisis
de restos arabinosilos y galactosilos terminales, respectivamente. Sus actividades se
detectaron en una amplia gama de frutos (revisado por Sozzi, 2004), pero no se estudid
en detalle en la mayoria de ellos. Entre los ejemplos principales de frutos de especies
lefiosas y semilefiosas, se informaron incrementos en la actividad de a-Ara y/o de p-Gal
(correlacionados con pérdidas importantes de arabinosa y/o galactosa de la pared
celular) en manzana (Yoshioka et al., 1995; Goulao et al., 2007), pera japonesa (Tateishi
et al., 1996, 2005) y europea (Trinchero et al., 2004), palta (Tateishi et al., 2001a),
tomate (Sozzi et al., 1998, 2002), kaki (Xu et al., 2003) y durazno (Brummell et al.,
2004). En Kkiwi, Ross et al. (1993) purificaron la p-Gal de Kiwi y mostraron que la
enzima es capaz de liberar galactosa in vitro de una amplia variedad de polisacaridos de
la pared celular, y particularmente de galactanos de alto peso molecular, pectinas
covalentemente unidas a la pared celular y galactoglucomananos. También en el Kiwi,
Boquete et al. (2004) observaron un incremento de actividad de a-Ara y de B-Gal
durante el Gltimo estadio de maduracion del fruto, etapa que se caracteriza por la
solubilizacion de pectinas y la dilatacion de la pared celular (Gallego y Zarra, 1997,
Redgwell et al., 1997a, 1997b; Li et al., 2006). En forma concomitante con el aumento
en la liberacién de galactosa durante la maduracion, Ogawa et al. (1990) informaron un
aumento en la actividad de B-Gal de cinco veces, observandose el pico al alcanzar la

madurez de cosecha. Durante la maduracién del fruto en postcosecha, Wegzryn y
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MacRae (1992) detectaron pocos cambios en la actividad de esta enzima, en tanto que
Boquete et al. (2004) mostraron incrementos de la actividad de p-Gal de més de 100%
durante la pérdida de firmeza del fruto, desde su salida de camara con 37 N hasta su
ablandamiento completo. Estos incrementos resultaron inhibidos por la aplicacion de 1-
MCP 0,5 uL L™ (Boquete et al., 2004).

Asimismo, se clonaron total o parcialmente diversos genes codificantes de a-
Ara, a-Ara/p-Xil (putativamente codificante de una enzima bifuncional) y B-Gal en
varias especies (Smith et al., 1998, 2002; Smith y Gross, 2000; Tateishi et al., 2001b,
2005; Itai et al., 2003; Mwaniki et al., 2005; Hayama et al., 2006; Goulao et al., 2008;
Di Santo et al., 2009). En algunos casos, como sucede en tomate (Smith y Gross, 2000),
la enzima B-Gal actla a su vez como endo-galactanasa, aumentando asi la velocidad de

hidrolisis de los galactanos de pared celular al clivarlos internamente al azar.

Resulta particularmente interesante observar que la expresion de los genes de B-
Gal y a-Ara varia con la especie y dentro de la misma especie, como sucede en tomate
(Smith y Gross, 2000). En arboles frutales lefiosos, mientras que un gen de a-Ara de
pera japonesa (que también detenta in vitro actividad de p-Xil) se expresa
exclusivamente durante la maduracion (Tateishi et al., 2005), un gen putativo de o-
Ara/B-Xil de durazno (Hayama et al., 2006) no se expresa exclusivamente en dicho
estadio, acumulando sus transcriptos en otras etapas ontogénicas como, por ejemplo, en
la fase de division celular (Di Santo et al., 2009). Sin embargo, no se han clonado ni se
han evaluado las expresiones de a-Ara y B-Gal en kiwi, desconociéndose ademas las
potenciales diferencias espaciales (entre tejidos), temporales (a través de su ontogenia),
y su eventual especificidad (expresion en frutos unicamente, o en diferentes drganos

vegetales).

1.6.6. Caracteristicas generales de las pectato liasas

La degradacion de las pectinas es uno de los procesos que ocurre durante el
ablandamiento de los frutos mediante la accidon de varias enzimas pectoliticas, tales
como las endo- y exo-PG, las PME, las pectin acetilesterasas, p-Gal, a-Ara y PL. Las
PL son enzimas que catalizan la ruptura de pectinas desesterificadas mediante un
mecanismo de eliminacion beta en presencia de Ca®*, produciendo oligosacéridos con

restos de &cido galacturdnico no-saturados en el extremo no-reductor (Yoder et al.,
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1993). Estas enzimas se estudiaron ampliamente en las bacterias patégenas de las
plantas y la accidn de estas enzimas resulta en la maceracion de los tejidos vegetales en
la mayoria de los cultivos horticolas (Collmer y Keen, 1986; Kotoujansky, 1987;
Kobayashi et al., 1999). Las PL fueron encontradas en el polen, anteras, pistilos y
durante la formacion de los elementos de las traqueas en el sistema de células del
mesofilo (Wing et al., 1989; Kulikauskas y McCormick, 1997; Domingo et al., 1998;
Milioni et al., 2001). Se identificd que el polen del cedro asiatico (Taniguchi et al.,
1995) y las células cultivadas de Zinnia en estado de elongacion y diferenciacion
(Domingo et al., 1998) tienen actividad de PL.

También se informd la expresién de los genes codificantes de PL en varios
drganos Y tejidos de plantas superiores, incluyendo los frutos maduros de especies tales
como banano (Dominguez-Puigjaner et al., 1997; Medina-Suarez et al., 1997; Pua et al.,
2001), frutilla (Medina-Escobar et al., 1997) y vid (Nunan et al., 2001). La presencia de
la actividad enzimatica de PL en frutos carnosos se demostro por primera vez en el
tejido de banana madura junto con la expresion de dos genes Pel relacionados con la

maduracion del dicho fruto (Marin-Rodriguez et al., 2003).

El estudio de las enzimas que degradan los polimeros pécticos se enfoco
principalmente en las PG, y las PL fueron practicamente ignoradas durante mucho
tiempo en el proceso de maduracién de los frutos. Sin embargo, la importancia de estas
enzimas fue apreciada recientemente como resultado de la secuenciacién del genoma y
los programas EST. En kiwi, un gen codificante de PL se expresé 24 h después de
iniciado el tratamiento con etileno (Atkinson et al., 2011). Ademas, se informo que la
inhibicion de la expresion del gen codificante a una PL en plantas transgénicas de
frutilla posibilitd la retencion de la firmeza de los frutos por mas tiempo (Jiménez-
Bermudez et al., 2002). Estos datos sugieren fuertemente que el rol de las enzimas PL

en el ablandamiento de los frutos es mas importante de lo se penso inicialmente.

1.6.7. Caracteristicas generales de las expansinas

Las Exp son proteinas capaces de inducir la extension y relajacion de las paredes
celulares vegetales de forma dependiente del pH. Se cree que, durante el ablandamiento,
las Exp promueven la relajacién de las estructuras de la pared celular, a través de la

ruptura de las uniones puente de hidrogeno entre las fibrillas de celulosa y los glicanos
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de matriz, permitiendo el acceso de diferentes hidrolasas a sus sustratos (McQueen-

Mason y Cosgrove, 1994).

La superfamilia de Exp de plantas esta organizada en 4 familias: a-expansinas
(EXPA), filogenéticamente relacionadas al primer grupo de Exp descubiertas en pepino
(McQueen-Mason et al., 1992); B-expansinas (EXPB), relacionados al grupo 1 de
alérgenos del polen del pasto (Kende et al., 2004); expansinas-tipo-A (EXPLA) y
expansinas-tipo-B (EXPLB), descubiertas recientemente mediante las bdsquedas en
bases de datos y el analisis filogenético de las secuencias (Sampedro y Cosgrove, 2005).
Se demostr6 experimentalmente que las proteinas EXPA y EXPB causan pérdidas en la
pared celular, estan involucrados en la expansion celular y también en otros eventos del
desarrollo durante los cuales ocurren las modificaciones de la pared celular. Las
proteinas de estas dos familias estan fuertemente unidas a la pared celular y su accion es
tipicamente ensayada por su estimulacion de la extension de la pared celular y la
relajacion de la tension. La funcion biologica de EXPLA y EXPLB todavia no se
comprobd (Sampedro y Cosgrove, 2005; Choi et al., 2006).

Las Exp actuan muy rapido, induciendo la extension en cuestion de segundos,
pero no afectan la plasticidad o elasticidad de la pared celular (Yuan et al., 2001). De
este modo, el efecto de las Exp sobre la pared celular es distinto al efecto que causan las

enzimas hidroliticas.

La accion de las Exp principalmente estd asociada con las pérdidas de pared
celular en las células en crecimiento. Esta conexion fue confirmada y ampliada con los
experimentos con las plantas transgenicas en las cuales se manipuld la expresion de los
genes (Sampedro y Cosgrove, 2005). En la mayoria de los casos, el silenciamiento de
los genes codificantes para Exp lleva a la inhibicién del crecimiento, mientras que la
sobreexpresién conduce a un crecimiento mas rapido o anormal. La expresion
localizada de las Exp esté asociada con los meristemas y las zonas de crecimiento de las
raices y los tallos, como también con la formacion de los primordios foliares en los
meristemas apicales de los tallos (Reinhardt et al., 1998). Adicionalmente, las Exp estan
implicadas en otros procesos del desarrollo de las plantas tales como la formacion de
xilema (Gray-Mitsumune et al., 2004), la abscision (Belfield et al., 2005), la
germinacion de las semillas (Chen y Bradford, 2000), la penetracion de los tubos
polinicos a través del estigma y estilo (Cosgrove et al., 1997; Pezzotti et al., 2002).

Ademas, se encontraron Exp especificamente relacionadas con la maduracién de los
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frutos y estrechamente asociadas con el ablandamiento: LeEXP1 en tomate (Rose et al.,
1997), FaEXP2 en frutilla (Civello et al., 1999), Pa-EXP1 de damasco (Mbéguié-A-
Mbéguié et al., 2002), PchEXP1 y PpEXP3 en durazno (Hayama et al., 2000, 2003),
PcExp2 y PcExp3 en pera europea (Hiwasa et al., 2003b), MaEXP1 en banana (Trivedi
y Nath, 2004), MiExpAl en mango (Sane et al., 2005), Vlexp3 de uva (Ishimaru et al.,
2007), VPEXPA2 de papaya de montafia (Gaete-Eastman et al., 2009).

En kiwi, se aislaron dos genes codificantes de Exp, AJEXP1 y AdEXP2, de un
fruto maduro del cultivar Bruno (Yang et al., 2007). Asimismo, se determind que
AdEXP1 y AdEXP2 pertenecen a la familia EXPA, subgrupos A y B, respectivamente.
Sin embargo, ambos miembros comparten un patrén de expresion similar, aunque no
idéntico, durante la maduracién del kiwi. La expresion de ambos genes resultd
modulada positivamente por un tratamiento con etileno y negativamente por un
tratamiento con &cido acetilsalicilico. Estos resultados sugieren que AAEXP1 y AAEXP2
pueden estar involucrados en la maduracion del kiwi. Sin embargo, se desconoce la
expresion de estos genes durante la ontogenia del fruto y en otros 6rganos, como asi
también el grado de dependencia de su expresion en el fruto del etileno y su respuesta al
1-MCP.
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1.7. Hipotesis de trabajo y objetivos

El Kiwi es un fruto climatérico que, sin embargo, posee un comportamiento no
climatérico a temperaturas inferiores a 10 °C. Ademas, el fruto se torna extremadamente
sensible al etileno mucho tiempo antes de ser capaz de producir etileno
autocataliticamente, todo lo cual hace de él un sistema Unico para los estudios de
fisiologia de la maduracion. El ablandamiento del kiwi se inicia con significativa
antelacion a la aparicion del climaterio, y se asocia con cambios marcados en el
metabolismo de la pared celular, pero el 1-MCP podria ser capaz de bloquear los
cambios conducentes a la pérdida de firmeza del kiwi. Hasta hoy, se desconocen en
detalle muchos de los genes asociados a los cambios que ocurren en la pared celular, lo
que justifica la profundizacion de las investigaciones en torno a los alcances de la
accion del 1-MCP, como también en relacion a la expresion de los genes codificantes de

enzimas de pared celular.

1.7.1. Hipotesis

A partir de los puntos sefialados se plantearon las siguientes hipotesis:

1. El 1-MCP produce una inhibicion diferencial sobre la expresion de los genes
codificantes de ACS y ACO, tanto espacial (en tejidos de mesocarpo externo y
columela) como temporal (bajo diferentes condiciones de postcosecha) y un retraso en

el ablandamiento del kiwi, ain en estados avanzados de maduracion.

2. Existen distintos genes putativamente codificantes de las enzimas pB-Gal, o-
Ara/B-Xil, a-Ara, PL y Exp de la pared celular, cuya expresion es diferente segun el
estado ontogénico, el tejido/érgano objeto de estudio y el grado del ablandamiento del
fruto.

3. La expresion de los genes codificantes de B-Gal, a-Ara/B-Xil, a-Ara, PL y
Exp podria resultar modulada por diferentes reguladores del crecimiento (etileno y 1-

MCP) durante el ablandamiento del Kiwi.

1.7.2. Objetivo General

Considerando las hipétesis planteadas, el objetivo general de la Tesis consistid

en identificar y evaluar la expresion de genes codificantes de enzimas asociadas a los
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procesos de desarrollo y ablandamiento en kiwi, con particular énfasis en la expresion
de genes relacionados con el metabolismo de la pared celular, tanto durante la ontogenia

como bajo la influencia de diferentes condiciones de manejo en postcosecha.

1.7.3. Objetivos Especificos

A partir de las hip6tesis planteadas, se formularon para esta Tesis los siguientes

objetivos especificos:

1. Investigar la accion del 1-MCP, inhibidor de la accién del etileno, sobre la
expresion de los genes codificantes de ACS y ACO de kiwi bajo diferentes condiciones
y en distintos momentos de postcosecha, y sus consecuencias en el ablandamiento del

Kiwi y en la sintesis del etileno.

2. ldentificar y clonar el gen codificante de la p-Gal en kiwi, y evaluar la
expresion de éste y otros genes codificantes de a-Ara/p-Xil, a-Ara, PL y Exp durante el
crecimiento, la maduracion y el ablandamiento de los frutos, tanto en mesocarpo

externo como en columela.

3. Estudiar la modulacién de la expresion de los genes de B-Gal, a-Ara/p-Xil, a-
Ara, PL y Exp en Kiwi, bajo diferentes condiciones de manejo en postcosecha

(exposicion o no al etileno y al 1-MCP).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se utilizaron dos cultivares de kiwi: Hayward y Bruno. Los frutos de ambos
cultivares presentan un patrén de maduracién muy similar y son igualmente sensibles al
etileno y al 1-MCP.

Los experimentos referidos a la expresion de los genes codificantes de ACC
sintasa y ACC oxidasa (Experimentos 1, 2 y 3) se efectuaron con el cultivar Hayward,
porque se requirid un nuamero de frutos elevado a fin de poder evaluar el efecto del
etileno y del 1-MCP, aplicados en diferentes momentos de su conservacion en cadmara
fria. Para determinar la incidencia de factores de precosecha en la respuesta al 1-MCP,
se utilizaron frutos provenientes de fincas ubicadas en diferentes regiones. Cabe aclarar
que la inmensa mayoria de los montes frutales con kiwi en la Argentina corresponden al

cultivar Hayward, esto justifica en buena medida su utilizacién en este ensayo.

Para estudiar la expresion de los genes codificantes de enzimas de pared celular
(Experimentos 4, 5, 6, 7 y 8), se utilizd el cultivar Bruno, ya que se requirio el
seguimiento de los frutos durante toda la ontogenia (mas de 180 d), la maduracion y el
ablandamiento, lo que implico la necesidad de disponer de los frutos inmediatamente.
Para ello, se utilizaron los frutos provenientes del Monte Frutal de la Facultad de
Agronomia, Universidad de Buenos Aires, que cuenta con plantas maduras del cultivar
Bruno. Este monte se sitla en la cercania del laboratorio, lo que permiti6 el seguimiento

diario de los frutos en planta. Asimismo, se trabajé con 6rganos florales, raices y hojas.

Como se menciond en la Introduccion, el mesocarpo del Kiwi se divide en
interno, que contiene los l6culos con las semillas, y externo. Debido a las dificultades
operativas que genera la separacion de las semillas del tejido, se decidié trabajar
solamente con el mesocarpo externo (en adelante, se entenderd el término ‘mesocarpo’

como mesocarpo externo del fruto).
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2.2. Experimentos

2.2.1. Experimento 1: Aplicacion de 1-MCP o de etileno con posterior
almacenamiento de los frutos a 20 °C. Evaluacion de la
produccion de etileno, la firmeza y la expresion de los genes
KWACS1, KWACS2 y KWACO1

Durante la temporada del afio 2007, se cosecharon los frutos de kiwi ‘Hayward’
con madurez comercial (peso promedio = 102 g; s6lidos solubles promedio = 7%) de
huertos localizados en dos regiones: en Mar del Sur (38°19°S 57°59°W) y en Baradero
(33°49°S 59°24W), provincia de Buenos Aires, Argentina. La distancia entre las dos
plantaciones es aproximadamente de 517 km. Los frutos de Mar del Sur tenian una
firmeza promedio de 88,5 N mientras que la de los frutos de Baradero era de 87 N. Se
almacenaron los frutos a temperatura ambiente durante 24 h luego de la cosecha para
que la cicatriz del tallo desarrolle una barrera fisica contra Botrytis cinerea (Pennycook
y Manning, 1992). Luego los frutos libres de deterioro y sin defectos fueron separados
al azar en grupos de 100 frutos por cada tratamiento y region. Esto constituyo la unidad

experimental (en adelante, “grupo de frutos”).

De esta manera, diferentes grupos de frutos fueron almacenados a 20 + 2 °C
(Experimento 1), o enfriados con aire forzado y conservados en camarasa 0 £ 0,5°C y
90% de humedad relativa durante 40, 80 0 120 d (Experimento 2 y 3).

En el Experimento 1, distintos grupos de frutos fueron conservados como: a)
controles no tratados, o b) tratados con 1 uL L™ de 1-MCP, o c) tratados con 10 pL L™
de etileno durante 24 h. Cada grupo de frutos fue colocado en contenedores de acero

inoxidable.

La metodologia de la aplicacion de tratamientos fue la misma para todos
experimentos. El tratamiento con 1-MCP se realiz6 utilizando recipientes (“viales”) de
50 mL con tapa hermética, conteniendo una cantidad exacta de polvo SmartFresh™
(0,14% de ingrediente activo, Rohm y Haas, Argentina) a los que se agregd
posteriormente agua tibia (40 °C). Cada frasco se agit6 y ubico en el cajon gue contenia
los frutos, luego se removid la tapa del vial, y por Gltimo se coloco la cubierta del

contenedor en un plazo de 10 s. La tapa de cada contenedor fue sellada para asegurar el
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cierre hermético. La atmosfera en el contenedor fue controlada por un sistema comercial
de intercepcion de CO, que contiene pellets de NaOH para disminuir la acumulacion de
CO,, como fue descripto previamente (Boquete et al., 2004). El tratamiento con
etileno se realiz6 mediante inyeccion de 10 puL L™ de etileno en aire humidificado
usando un sistema de flujo de gas constante, como se describié previamente (Sozzi et
al., 1999). Los frutos tratados con etileno se colocaron en un habitaculo de 60 m?,
ventilado de forma forzada con aire libre de etileno, siguiendo un protocolo ya
establecido (Mathooko et al., 1995; Sozzi et al., 1999). Este procedimiento dur6 24 h,
para asegurar la difusion hacia el exterior y eliminacion del etileno absorbido por los
frutos durante el tratamiento. En el tratamiento control, los frutos se mantuvieron en

las mismas condiciones que los frutos tratados pero sin aplicacion de 1-MCP o etileno.

Después de transcurridas 24 h de la aplicacion de los tratamientos a 20 = 2 °C,
los contenedores se ventilaron y los grupos de frutos se almacenaron en aire a 20 = 2 °C
y 90 % de humedad relativa durante 28 d. Se realizaron mediciones de produccion de
etileno y de firmeza (ver procedimiento detallado en la seccion 2.3.2) de cada fruto
individualmente, en diferentes momentos del almacenamiento: d 1, 4, 8, 14, 21, 24 y 28.
Ademas, de frutos provenientes de Mar del Sur se tomd muestras del mesocarpo y de la
columela, como se describe en la seccion 2.3.3 para futuras extracciones de ARN

mensajero (ARNmM).

Con el fin de evaluar el efecto sobre la produccién de etileno enddgeno en los
frutos tratados con etileno o con 1-MCP con respecto a los controles, se estudio la
expresion de los genes codificantes de las dos principales enzimas de los ultimos pasos
de la ruta de la sintesis del etileno: ACS y ACO. En las bases de datos (GenBank) se
encontraron secuencias de los genes KWACS1 (Actinidia deliciosa, nUmero de acceso
del GenBank AB005722), KWACS2 (Actinidia deliciosa, AB005723) y KWACO1
(Actinidia deliciosa, AB003514), a partir de las cuales se diseflaron ‘primers’
especificos para estimar las acumulaciones de transcriptos de dichos genes, en forma
semicuantitativa, mediante la técnica de reaccion de la cadena de polimerasa en
transcripcion reversa (RT-PCR). Las condiciones de amplificacién y las secuencias de
los ‘primers’ estan detalladas en las secciones 2.3.9 y 2.3.10. Para verificar si los
fragmentos amplificados correspondian a los genes de interés, se purificaron de los
geles de agarosa, se clonaron en el vector pGEM-T y se secuenciaron. Las secuencias de

nucle6tidos obtenidas se analizaron mediante el programa BLASTN.
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Un procedimiento similar de muestreo y estudio de la expresion de los genes
KWACS1, KWACS2 y KWACOL se realiz6 en frutos de Mar del Sur del experimento 2
que fueron conservados a 0 £ 5 °C durante 40 d, y en frutos del experimento 3.

2.2.2. Experimento 2: Aplicacion de 1-MCP después de 40, 80 o 120
dias de conservacion a 0 °C y posterior almacenamiento a 20 °C.
Evaluacion de la produccion de etileno, la firmeza y la expresion
de los genes KWACS1, KWACS2 y KWACO1

Se conservaron grupos de frutos de Mar del Sur, similares a los utilizados en el
experimento 1, a 0 £+ 5 °C y 90% de humedad relativa durante 40, 80 o 120 d.
Posteriormente algunos grupos de frutos fueron tratados con 1 pL L™ de 1-MCP a0 +5
°C, siguiendo el protocolo descripto anteriormente (ver seccion 2.2.1), y otros grupos no
tratados se utilizaron como controles. Luego los frutos fueron transferidos a temperatura
ambiente (20 + 2 °C) para su ablandamiento mientras se controlaba su estado con
mediciones periodicas de la produccion de etileno y la determinacion de firmeza los
dias 1, 5,9, 12, 15, 18, 22, 24y 28.

2.2.3. Experimento 3: Aplicacion de 1-MCP después de 40 y 80 dias de
conservacion a 0 °C y posterior almacenamiento a 20 °C.
Evaluacién de la produccidn de etileno, la firmeza y la expresion
de los genes KWACS1, KWACS2 y KWACO1

Se conservaron grupos de frutos de Mar del Sur, de caracteristicas similares a
aquellas del experimento 1, a0 £ 5 °C y 90% de humedad relativa durante 80 d. Este
experimento consistié en la aplicacién de 1 uL L™ de 1-MCP a 0 + 5 °C en dos
ocasiones, siguiendo el protocolo descripto anteriormente (ver seccion 2.2.1). La
primera aplicacion de 1-MCP se realiz6 luego de transcurridos 40 d en cdmarasa 0 £ 5
°C, y la segunda a la salida luego de transcurrir otros 40 d de conservaciéna 0 £ 5 °C.
Se utilizaron frutos no tratados como controles y se conservaron en las mismas
condiciones de temperatura, pero sin aplicacién del 1-MCP. Por ultimo, los frutos

fueron transferidos a temperatura ambiente a 20 + 2 °C para su ablandamiento con el



40

seguimiento de su estado realizando mediciones periodicas de produccion de etileno y
determinacion de la firmeza los dias 1, 5, 9, 12, 15, 18, 22, 24y 28.

2.2.4. Experimento 4: Obtencion de las secuencias de AAdGAL1,
AJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, Actina, AdEXP1 y AJEXP2

2.2.4.1.0btencion de la secuencia completa del gen AdGAL1

Se realiz6 una busqueda de secuencias codificantes de B-Gal de kiwi en las bases
de datos (GenBank) a fin de poder estudiar la expresion del gen codificante de esta
enzima. Como no se encontraron datos publicados, se disefiaron dos ‘primers’
degenerados, BGALF1 y BGALR1, a partir del alineamiento de las secuencias
provenientes de otros frutos, cuya expresion fue detectada particularmente en la
maduracion. Para el alineamiento se utilizaron las secuencias localizadas en el
GenBank: JP-GAL de pera japonesa (Pyrus pyrifolia, Numero de acceso GenBank:
AB046543), AV-GAL de palta (Persea americana, AB061017), SP26 de mango
(Mangifera indica, AF004812), TBG4 de tomate (Lycopersicon esculentum, AF020390)
y PABG1 de manzana (Malus x domestica, L29451). Luego, mediante la técnica de RT-
PCR a partir de una muestra de mesocarpo de un kiwi maduro, se amplificé un
fragmento de ADN. Este se purificé del gel de agarosa, se cloné en el vector pPGEM-T y
se secuencid. La secuencia de nucledtidos de 328 pb se analizd por el programa
BLASTN, demostrandose la homologia con B-Gal de otros frutos. Sobre la base de esta
secuencia obtenida, se disefiaron otros ‘primers’: BGALF2 y BGALR2, BGALF3 y
BGALR3 a fin de obtener fragmentos mas largos de la secuencia del gen de interés
(Figura 2.1).
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AdGAL1
BGALGSP?2 BGALF2 BGALR2
«— N <
~
5 — —> <« —> >3
BGALF3 BGALF1 BGALR1 BGAL3p
«— «—
BGALGSP3 BGALR3

Figura 2.1 Representacion esquematica de los ‘primers’ utilizados para la obtencion de
la secuencia completa de AAGALL.

Las flechas indican la direccion de los ‘primers’.

Se realizaron varias reacciones de PCR con algunas modificaciones del
programa (seccion 2.3.9): el tiempo de hibridacion fue de 1 min 30 s, y el tiempo de
elongacion fue de 1 min 20 s. Se amplificaron dos nuevos fragmentos, cuales fueron
purificados del gel de agarosa, clonados en el vector pGEM-T y secuenciados. Las

secuencias obtenidas contenian 730 y 668 pb.

Para obtener los extremos de la secuencia de interés se empled la técnica de
RACE-PCR utilizando los kits comerciales RACE 5" y 3 (Invitrogen Corporation,
EE.UU.). Para la amplificacion del extremo 5” se sigui6 el protocolo descripto en la
seccion 2.3.11, utilizando el ‘primer’ BGALR3 como el GSP1 para la sintesis de ADNCc,
y los ‘primers’ especificos BGALGSP2 y BGALGSP3 para la primera y la segunda
reacciones de PCR, respectivamente (Figura 2.1). La amplificacion del extremo 3" se
realizé siguiendo el protocolo detallado en la seccion 2.3.12, utilizando como el
‘primer’ GSP - BGAL3p. Para la amplificacion de los fragmentos se utilizo la enzima
Taq polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen Corporation, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos de amplificacion por PCR se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa. Las bandas de interés se purificaron del gel,
se clonaron en el vector pGEM-T vy se secuenciaron. Todos los fragmentos obtenidos se
alinearon en el programa Vector NTI (Invitrogen Corporation, EE.UU.), se unieron por
solapamiento resultando en una secuencia completa que se denomind posteriormente
AdGALL.



42

2.2.4.2.0btencion de la secuencia parcial del gen AARF/XYL1

A fin de obtener un fragmento de secuencia codificante de una o-Ara/B-Xil de
Kiwi, de la cual no se encontraron ejemplos registrados en las bases de datos del
GenBank, se alinearon las secuencias de esta enzima perteneciente a otros frutos. Se
utilizaron los clones: PpARF/XYL de durazno (Prunus pérsica, nimero de acceso
GenBank: AB264280) y PpARF2 de pera japonesa (Pyrus pyrifolia, AB195230) y
FaXyll codificante a una B-Xil de frutilla (Fragaria x ananassa, AY486104), y se
disefiaron dos ‘primers” AX1F y AX1R de la zona mas conservada de estas secuencias.

El producto amplificado mediante la técnica de RT-PCR se purificé del gel de
agarosa, se clono en el vector pPGEM-T y se secuenci6. La secuencia de nucleétidos
contenia 685 pb y se verificd mediante el programa BLASTN. Se disefiaron otros pares
de ‘primers’: AX2F y AX2R, AX3F y AX3R, AX4F y AX4R (Figura 2.2), a partir de
los cuales se obtuvieron tres nuevos fragmentos de 297pb, 567pb y 463pb

respectivamente.

AdARF/XYL1
AX4F AX4R AX2F AX2R
—> «— —> «—
5 >3’
> < —> «— — >
AX3F AX3R AX1F AX1R AX3p

Figura 2.2 Representacion esquematica de los ‘primers’ utilizados para la obtencion de
la secuencia parcial del gen AAARF/XYL1.

Las flechas indican la direccion de los ‘primers’.

Los programas de PCR y las secuencias de nucledtidos de los ‘primers’ se
indican en las secciones 2.3.9 y 2.3.10. Todos los fragmentos se purificaron de los geles
de agarosa, se clonaron en el vector pGEM-T y se secuenciaron. El extremo 3" se
obtuvo mediante la técnica RACE-PCR con el kit comercial RACE 3" (Invitrogen
Corporation, EE.UU.), utilizando como el ‘primer’ GSP - AX3p. El producto
amplificado mediante una Tag polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen Corporation,

EE.UU.), se purificd de gel de agarosa, se clond en el vector pPGEM-T y se secuencio.
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Se alinearon todos los fragmentos por solapamiento en el programa VectorNTI y se
obtuvo una secuencia de 1928 pb cual fue denominada AAARF/XYL1.

2.2.4.3.0btencion de la secuencia parcial del gen AdARF1

A fin de obtener un fragmento de secuencia codificante de una a-Ara de kiwi, de
la cual no se encontraron ejemplos registrados en las bases de datos del GenBank, se
alinearon las secuencias codificantes de esta enzima en otros frutos. Se utilizaron los
clones: PpARF1 de durazno (Prunus persica, nimero de acceso GenBank: DQ486870),
AFasel de manzana (Malus x domestica, AY309436) y PpARF1 de pera japonesa
(Pyrus pyrifolia, AB073311). Se eligié la zona de alineamiento méas conservada y se
disefiaron dos ‘primers’, ARF1F y ARFI1R (Figura 2.3).

AdARF1

ARFIF ARFIR
—> «—

Figura 2.3 Representacion esquematica de los ‘primers’ utilizados para la obtencion de

la secuencia parcial del gen AARF1.

Las flechas indican la direccion de los ‘primers’.

El producto de amplificacion se purificé del gel de agarosa, se cloné en el vector
PGEM-T vy se secuencié. Se analizé la secuencia obtenida de 284 pb en el programa
BLASTN, que demostré la homologia con a-Ara de otros frutos. La secuencia se
denomind AdARFL.

2.2.4.4.0btencion de la secuencia parcial del gen AdPL1

A fin de obtener una secuencia codificante de una PL en kiwi, de la cual no se
encontraron registros en las bases de datos del GenBank, se alinearon las secuencias
codificantes a esta enzima en otros frutos, utilizando los clones: PpPL1 de durazno
(Prunus pérsica, nimero de acceso GenBank: AB264095), MdPL1 de manzana (Malus
x domestica, AY376878), Pm65 de mume o ciruela china (Prunus mume, AB218786) y
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PcPL1 de frutilla chilena (Fragaria chiloensis, EF441273), y se disefiaron dos ‘primers’
PLF1y PLR1 (Figura 2.4).

AdPL1
PLF1 PLR1
_ﬁ @
5 > >3
PL3p

Figura 2.4 Representacion esquematica de los ‘primers’ utilizados para la obtencion de
la secuencia parcial del gen AdPL1.

Las flechas indican la direccion de los ‘primers’.

El producto de amplificacion se purifico del gel de agarosa, se clono en el vector
PGEM-T vy se secuencio. Los programas de PCR vy las secuencias de nucleotidos de los
‘primers’ estan indicados en las secciones 2.3.9 y 2.3.10. El extremo 3" se obtuvo
mediante la tecnica RACE-PCR con el kit comercial RACE 3" (Invitrogen Corporation,
EE.UU.), utilizando como el ‘primer’ GSP - PL3p. El producto amplificado se purificd
del gel de agarosa, se clono en el vector pPGEM-T y se secuencio. Alineando los dos
fragmentos juntos por solapamiento mediante el programa Vector NTI se obtuvo un
fragmento de 710 pb cual incluyé el extremo 3°. Mediante el programa BLASTN se

verifico que el fragmento obtenido fuera el de interés y se lo denomind AdPL1.

2.2.4.5.0btencion de la secuencia parcial del gen Actina

A fin de obtener una secuencia del gen constitutivo de Actina de Kiwi, del cual
no se encontraron datos en las bases de datos del GenBank al inicio de esta Tesis, se
utilizaron dos ‘primers’ disefiados a partir de una secuencia de actina de Prunus persica:

ActlF y ActlR (Figura 2.5).
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Actina

Act1F Act1R
— <~

Figura 2.5 Representacion esquematica de los ‘primers’ utilizados para la obtencion de
la secuencia parcial del gen de Actina.

Las flechas indican la direccion de los ‘primers’.

Asi, mediante la técnica RT-PCR se amplificé un fragmento, el cual fue
purificado, clonado en el vector pGEM-T y secuenciado. El programa de PCR y las
secuencias de nucleotidos de los ‘primers’ se indican en las secciones 2.3.9 y 2.3.10. La
secuencia de nucleotidos de 245 pb se analizé en el programa BLASTN y demostro su
homologia con las secuencias de actina de plantas. A partir de esta secuencia se disefio
otro par de ‘primers’ (Cuadro 2.2, seccion 2.3.10) especificos del kiwi para su uso en la

estimacion de transcriptos mediante la técnica RT-PCR semicuantitativa.

2.2.4.6.Secuencias de los genes ADEXP1 y AdEXP2

Las secuencias de los genes ADEXP1 (Actinidia deliciosa, numero de acceso
GenBank AY390358) y ADEXP2 (Actinidia deliciosa, DQ919540) codificantes de la
EXPA subgrupo Ay subgrupo B, respectivamente, se tomaron de las bases de datos del
GenBank, y a partir de estas secuencias se disefiaron los primers especificos (cuadro
2.3, seccion 2.3.10).

2.2.5. Experimento 5: Evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AJEXP2 durante el

crecimiento y desarrollo de los frutos

Para evaluar la expresion de los genes AAGAL1L, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1,
AdEXP1 y AAEXP2 durante la ontogenia de kiwis ‘Bruno’, se realizaron muestreos en
dos temporadas consecutivas durante los afios 2007-2008 y 2008-2009, en distintas

fases del crecimiento y desarrollo del kiwi.
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Desde el momento de la antesis, los frutos se cosecharon aleatoriamente los dias:
5,17y 31 (Fase I), 59 y 82 (Fase Il), 90, 111 y 133 (Fase Ill) y 154, 175 y 196 (Fase
IV, Estadio 1).

En cada muestreo se recolectaron 10 frutos para la determinacion de peso fresco,
longitud y didmetro (ver detalle en la seccion 2.3.1). Luego, de los mismos frutos, se
realiz6 la toma de muestras de mesocarpo y columela (para los dias 5y 17 en el fruto
todavia no se puede diferenciar la columela del mesocarpo, por eso se muestreo el fruto
entero) para futuras extracciones de ARNm (ver la seccion 2.3.3.) a fin de cuantificar
los transcriptos de los genes de interés mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa.
Las condiciones y los programas de PCR se describen en la seccién 2.3.9. Las
secuencias de nucledtidos de los ‘primers’ utilizados para cada gen se indican en la
seccion 2.3.10. Esta metodologia de evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AJEXP1 y AdEXP2 ademas del Experimento5 se

utilizé en los Experimentos 6, 7y 8.

2.2.6. Experimento 6: Evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, ADEXP1y AJEXP2 en frutos
durante el periodo de postcosecha y su vinculacion con los

niveles de firmeza y de produccién de etileno

Para evaluar la expresion de los genes AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1,
AdEXP1 y AdEXP2 durante el periodo de postcosecha de kiwis “Bruno”, mediante la
técnica de RT-PCR semicuantitativa, se realizaron muestreos de frutos cosechados al
momento de su madurez fisiolégica (Estadio 2) y posteriormente almacenados a 20 + 2
°C. Se utilizaron 12 frutos por muestreo para la medicion de produccion del etileno y
determinacion de firmeza (seccion 2.3.2) los dias 1, 5, 9, 13, 16, 20 y 23 cuando los

frutos alcanzaron la sobremadurez.

Ademas, los dias 1, 9, 16, 20 y 23 se tomaron muestras de mesocarpo y columela
de los mismos frutos utilizados para las mediciones fisicas (ver seccion 2.3.3) para
utilizarlos en las extracciones de ARNm a fin de cuantificar los transcriptos de los genes

de interés.
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2.2.7. Experimento 7: Evaluacion de la expresion de los genes AdGALL,
AJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AJEXP2 en frutos
tratados con etileno y con 1-MCP, y su vinculacion con los

niveles de firmeza

Para evaluar la expresion de los genes ADGAL1, AdARF/XYL1, AJARF1, AdPL1,
AdEXP1 y AdEXP2 en frutos tratados con 1-MCP y etileno se utilizaron kiwis “Bruno”.
Los frutos con firmeza de ~ 32 N, libres de deterioro y defectos se separaron al azar en

unidades experimentales de 80 frutos.

La aplicacién de 1-MCP 1 uL L™y de etileno 10 pL L™ se realiz6 segin se
detalla en el experimento 1 (ver seccion 2.2.1). Los frutos control se mantuvieron en las
mismas condiciones que los frutos tratados, pero sin aplicacion de 1-MCP o etileno. Se
realizaron los muestreos a las 3, 6, 24 y 48 h después de aplicar los tratamientos. Por
cada muestreo se utilizaron 12 frutos para determinacion de firmeza y toma de muestra

de mesocarpo para las extracciones de ARNm.

2.2.8. Experimento 8: Evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 en 0rganos

florales y tejidos vegetativos

Para evaluar si la expresion de los genes AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1,
AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 es especifica de los frutos o no, se realizaron muestreos en
otros tejidos vegetativos y florales. En el momento de plena floracion del cultivar Bruno
se recolectaron las flores femeninas y se muestrearon como esta descripto en la seccion
2.3.3.

Ademas de los tejidos florales, a partir de las plantulas del cultivar Bruno se

muestrearon raices y hojas primarias (ver seccion 2.3.3).
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2.3. Métodos

2.3.1. Medicién de los indices fisicos del fruto

Para la medicién del tamafio de los frutos se emple6 un calibre manual. Se midi6
el largo de los frutos y la determinacion del didmetro se realiz6 promediando el
didmetro menor y el mayor. El peso de los frutos se determind con una balanza Scout
(error: 0,01 g).

2.3.2. Medicion de produccion de etileno y determinacion de firmeza

La medicion de la produccion de etileno se efectud en un cromatografo de gases
Hewlett Packard 5890 Series 11, utilizando una columna de acero inoxidable Porapak N
(3,2 mm x 2 m; 80/100 mesh) y un detector de ionizacion de llama. Como gas
transportador se utilizé N2 con un flujo de 22 mL min™. Las temperaturas del inyector,
de la columna y del detector fueron de 110 °C, 90 °C y 250 °C respectivamente. Cada
fruto fue encerrado en un frasco de vidrio de 1,5 L, el que fue cerrado y sellado
herméticamente con un septo de silicona. Transcurrida 1 h fue extraido 1 mL del gas
contenido en el frasco para su inyeccion y medicion en el cromatégrafo segun

metodologia descripta en Boquete et al. (2004).

La firmeza de los frutos se determind utilizando un Instron Universal Testing
Machine (modelo 3342, Canton, MA, EE.UU.). Cada fruto se ubicé sobre una placa de
acero. Con previa remocion de una seccion del epicarpo, en dos lugares opuestos de
fruto, se midio la fuerza requerida para penetrar la pulpa del fruto hasta 10 mm de
profundidad, introduciendo una punta de 7,9 mm de diametro en su zona ecuatorial. La
velocidad de penetracion fue de 50 mm min™ (Boquete et al., 2004). De esta manera se
obtuvieron dos mediciones de firmeza por fruto, a fin de lograr una cuantificacion mas

representativa.

2.3.3. Muestreos de material vegetal

Los muestreos de material vegetal para posteriores extracciones de ARNm se

realizaron con bisturi y guantes estériles. Para la toma de muestra de un fruto se
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eliminaron primero las vellosidades mediante una suave frotacién con un pafio de papel.
Luego se retir6 un fragmento de epicarpo y se disecciond el fruto en cubos de
mesocarpo y columela por separado. Los fragmentos de tejidos se colocaron con ayuda
de una pinza estéril a un tubo de tipo Eppendorf, se rotul6 e inmediatamente se congel6
en N liquido. Posteriormente los tubos con muestras se guardaron en congelador a — 20

°C hasta su utilizacion.

Las muestras de raices y hojas jovenes se obtuvieron a partir de plantulas
crecidas en un invernaculo. En el momento cuando las plantulas alcanzaron medir
aproximadamente 5 cm de altura, se retiraron cuidadosamente de la vernaculita. Las
raices se lavaron con agua estéril y se secaron con un pafio de papel. Luego se colocaron
en los tubos de tipo Eppendorf las raices por un lado, y las hojas primarias por el otro,
se congelaron inmediatamente en N liquido y se guardaron en el congelador a — 20 °C

hasta su utilizacion.

Las muestras de organos florales se tomaron de las flores femeninas en el
momento de plena floracion. Las flores fueron separadas en sépalos, pétalos, estambres,
estilos y ovarios. Los tejidos florales se guardaron por separado en los tubos de tipo
Eppendorf, se congelaron en N liquido y el mismo dia se procedio a la extraccion de

ARNM (ver seccion 2.3.4) debido a su rapida oxidacion.

2.3.4. Extraccion de ARNm

Dada la dificultad que existe para aislar ARN de los tejidos del fruto Kiwi por su
alto contenido de azucares y polifenoles, la extraccion de ARNm se realizé mediante la
técnica de las particulas magnéticas de estreptavidina y oligo-dT biotina (mMRNA
Isolation Kit), suministrado por Roche Molecular Biochemicals (Gmbh, Mannheim,

Alemania). Se siguieron las especificaciones del fabricante con algunas modificaciones.

A fin de poder comparar entre muestras de frutos, érganos florales, hojas y

raices, se utilizo la misma técnica de extraccion de ARNm para todos estos érganos.

Durante la extraccion se trabajé con materiales estériles, libres de ribonucleasas,
en frio. Se utiliz6 una muestra compuesta, obtenida por la unién de tres repeticiones

para cada tejido.

El protocolo seguido se detalla a continuacion.
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Se colocaron 300-600 mg de muestra en un mortero de porcelana previamente
enfriado. Se afiadi6 el N liquido y se redujo el tejido a polvo fino con ayuda de un pilén,
adicionando mas N liquido si era necesario, para evitar descongelamientos. Luego se
agregd la solucion reguladora de lisis (solucién reguladora Tris 0,1 M, LiCl 0,3M,
EDTA 10 mM, dodecilsulfato de litio 1%, DTT 5mM, pH 7.5), en una proporcion de
150 pL de solucion reguladora por cada 100 mg de tejido, malaxando hasta obtener una
mezcla bien homogénea. Finalmente, el homogenato se transfiri a un tubo de tipo

Eppendorf de 2 uL estéril.

La muestra se centrifugd durante 30 s a 10.000 rpm a temperatura ambiente en
una microcentrifuga. Se transfiri6 el sobrenadante con cuidado a otro tubo limpio y se
guardo en hielo, mientras que el precipitado se descartd.

Se agrego 1,5 ul de oligo dT-biotina marcada, mezclando suavemente, y se

dejaron los tubos en hielo mientras se preparaban las particulas magnéticas.

Para la preparacion de éstas, se dispusieron alicuotas de 150 uL de la solucion
de las mismas en los tubos de tipo Eppendorf de 2 pL, que se colocaron en el separador
magnético, descartandose el liquido de conservacion. Las particulas se lavaron una vez
con la solucion reguladora de lisis, y se volvieron a separar magnéticamente,

desechandose del agua del lavado por completo.

A los tubos con las particulas se les afiadieron los extractos con oligo dT-biotina,
mezclandose suavemente hasta la dispersion total. Los tubos se mantuvieron en el hielo

durante 5 min, para permitir la union de ARNm marcado con las particulas.

Luego, los tubos se colocaron en el separador magnético y se dejaron durante 3-
5 min a fin de aislar las particulas unidas a ARNm, descartandose la solucion

sobrenadante.

Posteriormente se realizaron tres lavados con la solucién reguladora de lavado
(solucion reguladora Tris 10 mM, LiCl 0,2 M, EDTA 1 mM, pH 7,5), separando las

particulas y descartando el liquido.

Después del altimo lavado, la solucion reguladora se retird por completo y se
afiadieron a los tubos 25 ul de agua libre de ARNsas (Fermentas), resuspendiendo muy
suavemente. La suspension se incub6 en bafio térmico a 65 °C durante 2 min. Este paso

permite la disociacion del ARNm de las particulas magnéticas. Utilizando el separador
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magnético, se recuperaron las particulas y se retiré el agua que contenia el ARNm al
otro tubo. Se agregé 1 ul de inhibidor de RNAsas (Fermentas) y se cuantificd la

concentracion de mRNA con fluorémetro Qubit (Invitrogen Corporation, EE.UU.).

2.3.5. Cuantificacion de ARNmy ADN

La concentracion de ARNm o de ADN se determind por el método de
fluorescencia, utilizando el fluorometro Qubit (Invitrogen Corporation, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones e indicaciones del fabricante. Se utiliz0 un colorante
especifico, dependiendo del tipo de molécula (ADN o ARN), y el QUBIT Quantitation
Starter Kit.

Cada colorante es especifico para un tipo de molécula: ADN o ARN. Los
colorantes tienen fluorescencia muy baja hasta que se unen a las moléculas de acidos
nucleicos. Tras la union, se vuelven intensamente fluorescentes. La diferencia en la
fluorescencia entre el colorante unido y sin unir es de varios ordenes de magnitud. El
nivel de sefial de fluorescencia de esta mezcla es directamente proporcional a la
concentracion de acido nucleico en la solucion. El fluorémetro Qubit puede percibir esta
sefial de fluorescencia y convertirla en una medicion de concentracion de acido

nucleico, utilizando los estandares de concentracion conocida.

2.3.6. Sintesis de ADNc

En este trabajo de Tesis la sintesis de ADN complementario (ADNCc) se utilizo
para dos propositos. Por un lado, para las mediciones de la expresion de los genes
mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa y, por otro lado, para la clonacion de

los fragmentos de genes por la técnica de RT-PCR.

Para la sintesis de ADNc se prepar6 una mezcla de 50 ng de ARNm, 1uL de
oligodT (0,5 mg/mL, Fermentas) y agua libre de ARNSsas en cantidad suficiente para
alcanzar un volumen de 11 pL. El procedimiento se inicié con la incubacion de la
mezcla durante 5 min a 70 °C y luego durante 2 min a 4 °C. Luego se agregaron en
orden los siguientes componentes: 4 pL de solucion reguladora de reaccion M-MuLV
5x (Tris-HCI 250 mM, KCI 250 mM, MgCl,20 mM, DTT 50 mM, Fermentas), 2 yL de
dNTPs 10 mM, 0,5 pL de inhibidor de ARNsas y 1,5 pL de agua libre de ARNsas. Se
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incubo durante 5 min a 37 °C. Luego se agreg6 1 pL de la enzima transcriptasa reversa
a la mezcla y se incub6 durante 1 h a 42 °C. La reaccion finalizd calentando la muestra
durante 10 min a 70 °C, con posterior enfriamiento a 4 °C.

2.3.7. RT-PCR

La técnica de reaccion de la cadena de polimerasa en transcripcion reversa (RT-
PCR) consiste en la obtencion de ADNc a partir de ARN mediante la accion de una
transcriptasa reversa y luego la amplificacion del fragmento de interés mediante una
reaccion en cadena de polimerasa (PCR). De este modo, RT-PCR en biologia molecular
puede ser usada para determinar la presencia o ausencia de un transcrito, para estimar
los niveles de expresion de un gen determinado e, incluso, para clonar DNA sin la
necesidad de una libreria de ADNc. Aunque padece de una falta de precision a la hora
de calcular los niveles exactos de expresion de un gen, debido principalmente a la
naturaleza exponencial de la amplificacion, es muy apropiada para comparar las
cantidades relativas de un ARNm especifico en diferentes tejidos, 0 en un mismo tejido
en distintas condiciones fisiologicas. Para llegar a este objetivo se necesita una cuidada
puesta a punto de la técnica, que comienza con el disefio de los ‘primers’ y finaliza con
la determinacion del programa maés adecuado en el equipo de PCR.

Todas las reacciones de RT-PCR realizados en este trabajo se llevaron a cabo

utilizando la transcriptasa reversa RevertAid™

M-MuLV Reverse suministrada por
Fermentas Inc. (empresa integrada a Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). Para su

utilizacion se siguieron las instrucciones del fabricante.

2.3.8. Reacciones semicuantitativas de RT-PCR

La técnica de RT-PCR semicuantitativa se utilizd para la medicion de los
transcriptos de ARNm y la deteccion de cambios en sus niveles de transcripcion bajo
diferentes condiciones experimentales, utilizando siempre como referencia un gen

constitutivo.

Los ARNm fueron extraidos de diferentes tejidos reproductivos, vegetativos y

frutales segln se detalla en la seccion 2.3.4.
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La sintesis de ADNc con el uso de una transcriptasa reversa se realiz6 como esta

descripto en la seccion 2.3.6.

Los ‘primers’ especificos fueron disefiados a partir de secuencias conocidas
disponibles en el GenBank o a partir de las secuencias obtenidas en este trabajo de
Tesis, mediante el programa Oligo Perfect™ Designer (Invitrogen Corporation,
EE.UU.). Las secuencias de nucledtidos de los ‘primers’ utilizados se pueden encontrar

en el Cuadro 2.3, seccion 2.3.10.

Se pusieron a punto los programas de amplificacion para cada par de ‘primers’
para el fin de obtener el nimero de ciclos, el tiempo y la temperatura apropiados de
todos los pasos del programa (seccién 2.3.9). Los reactivos y soluciones utilizados para
la PCR fueron siguientes: solucion reguladora de reaccion con KCI 'y MgCl, 10x (Tris
HCI 100 mM, KCI 500 mM, Nonidet P40 0,8%, MCI, 15 mM; Fermentas), dNTPs 10
mM (dCTP, dATP, dGTP y dTTP; Fermentas), ‘primers’ 10 mM, ADNc molde, Taq

polimerasa (Fermentas) y agua miliQ esteril hasta alcanzar un volumen final de 25 pL.

2.3.9. Condiciones de PCR para los genes KWACS1, KWACS2,
KWACO1, AdGAL1, AJARF/XYL1, AJARF1, AdPL1, AJEXP1,
AdJEXP2 y Actina

Para la medicion de los transcriptos de ARN de los diferentes genes, mediante la
técnica de PCR, se utilizaron los siguientes programas en el termociclador, donde se
repitio la desnaturalizacion inicial de 4 min a 95 °C como también la extension final de
7 min a 72 °C. Las variaciones del programa para todos los genes se detallan en el
Cuadro 2.1.

Para evitar la amplificacion de productos inespecificos y la extension de los
‘primers’ durante el proceso de desnaturalizacion inicial se procedié al uso de la
practica denominada ‘hot start’. Después de terminar la preparacion de la mezcla de la
PCR, el termociclador se precalentd y equilibré a la temperatura de 95 °C, y recién

entonces se colocaron los tubos en el aparato.
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Nombre del gen | Desnaturalizacion | Hibridacion | Elongacion | N° de ciclos
KWACS1 45" 95°C 1'56°C 1'72°C 35
KWACS?2 45" 95°C 1'52°C 1'72°C 35
KWACO1 45" 95°C 1'52°C 1'72°C 25
AdGAL1 50 "95°C 1'56°C 1'72°C 37

AdJARF/XYL1 45" 95°C 1'52°C 1'72°C 35
AdARF1 45" 95°C 1'52°C 1'72°C 25
AdPL1 50 " 95°C 1'10"52°C 1'15"72°C 37
AJEXP1 45" 95°C 45"51°C 1'72°C 31
AdJEXP?2 45" 95°C 45"51°C 1'72°C 32
Actina 45" 95°C 45 "56°C 1'72°C 25

Cuadro 2.1 Variaciones del programa de la amplificacién de fragmentos de ADN
mediante PCR para los genes KWACS1, KWACS2, KWACOL1, AdGAL1, AdARF/XYL1,
AdARF1, AdPL1, AdEXP1, AdEXP2 y Actina.

2.3.10. Secuencias de ‘primers’

Las secuencias de los ‘primers’ utilizados en este trabajo de Tesis fueron

sintetizadas por Tecnolab S.A. (Buenos Aires, Argentina). La descripcion de los

‘primers’ utilizados para RT-PCR, con el detalle de su utilidad se especifica en el

Cuadro 2.2.
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Nombre Secuencia 5'—3’ Utilidad
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacion
Sp6 CGATTTAGGTGACACTATAG Secuenciacion
Oligo(dT)sg |d(TTTTTTTTTTITITITTTTI) Retrotranscripcion, sintesis ADNc
AP GGCCACGCGTCGACTAGTACT(T...T);s |3’ RACE
AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACG(G...G);5 |5'RACE
AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 5'RACE, 3'RACE
BGALF1 GAGGAACRAATTTTGGCCGA Obtencion ADNc AdGAL1
BGALR1 GGAAGAATGCTGATRGACCA Obtencion ADNc AdGAL1
BGALF2 TGGTCCATCAGCATTCTTCC Obtencion ADNc AdGAL1
BGALR2 CCATATCTGACCTTTTCCCA Obtencion ADNc AdGAL1
BGALF3 GGAATGGMCATGAGCCTTCT Obtencion ADNc AdGAL1
BGALR3 TCGGCCAAAATTYGTTCCTC Obtencion ADNc AdGAL1
BGALGSP2 |TCCCCCAAAGTTCCATTCAGC Obtencion ADNc AdGAL1, 5’'RACE
BGALGSP3 |[AGAAGGCTCATGTCCATTCC Obtencion ADNc AdGAL1, 5’'RACE
BGAL3p TGGGAAAAGGTCAGATATGGAT Obtencion ADNc AdGAL1, 3'RACE
AX1F GGTGCACAGATGTTCATTGC Obtencion ADNc AJARF/XYL1
AX1R TCCATGGWTCCAGTGTTTTT Obtencion ADNc AJARF/XYL1
AX2F CTAAAAGCCACCGCAAACTC Obtencion ADNc AJARF/XYL1
AX2R AATTCTTCGGATCCCAAACC Obtencion ADNc AdARF/XYL1
AX3F GATGAAGCAAGGGCAATGTAC Obtencion ADNc AdARF/XYL1
AX3R AAGGAAYGGCCCACAATCCA Obtencion ADNc AdARF/XYL1
AXAF TGGATTGTGGGCCRTTCCTT Obtencion ADNc AJARF/XYL1
AX4AR GCCTCAGCAGCACCAAATAG Obtencion ADNc AJARF/XYL1
AX3p TCAAGCACCTCAGCGTTGTGG Obtencion ADNc AdARF/XYL1, 3'RACE
ARF1F TTCGAGGAGATTAATCACGC Obtencion ADNc AdARF1
ARF1R CTTTTCAATATTCATGCCCC Obtencion ADNc AdARF1
PLF1 ATACACGATTGCAAGCAAGG Obtencion ADNc AdPL1
PLR1 CCATGCCTACATCTTGGCAT Obtencion ADNc AdPL1
PLF2 GAATGCCAAGATGTAGGCATGG Obtencion ADNc AdPL1, 3'RACE
ActlF TCCTTCGTCTTGACCTTGC Obtencion ADNc Actina
ActlR ACGGAATCTCTCAGCTCCAA Obtencion ADNc Actina

Cuadro 2.2 ‘Primers’ utilizados para RT-PCR, con el detalle de su utilidad especifica.

Las degeneraciones de algunos ‘primers’ se indican a continuacion: R=A/G, M=A/C,
W=A/T, Y=CI/T.
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La descripcion de los ‘primers’ utilizados para la medicion de transcriptos de
ARNmM de los genes KWACS1, KWACS2, KWACO1, AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1,
AdPL1, AdEXP1, ADEXP2 y Actina se indica en el Cuadro 2.3.

, . ., , ., Tamafio del
Nombre del gen Primer directo 5'—3 Primer reverso 5 —3
fragmento (pb)

KWACS1 CACCAATGACAAAAACATCCA |TTTACGAGCACACGAAGTCA 192
KWACS2 ATTTACGCTGCCACGGTCT GAAGCCCAAGTCCTTTGAGA 226
KWACO1 AGAGGCTGTTCAGTCCGAAA |TCTCTAGCCCCAGGTTCTCA 197
AdGAL1 GAGGAACRAATTTTGGCCGA |GGAAGAATGCTGATRGACCA 328
AdJARF/XYL1 |GAACTGCCATAGCCGATGTT |GTAGCCTCTTGCTGGGTCTG 137
AdARF1 GGGCTGAGCTTGTAAGCAAC |CTACCGGCACCTTGGCTAT 187
AdPL1 ATACACGATTGCAAGCAAGG |CCATGCCTACATCTTGGCAT 338
AdJEXP1 TCGTTGGGGAATGTGAAA TCGAAGAGCTGCGGGCTA 138
AdJEXP2 TCATTCCAAGGCCCCATT AAGCACCTAAAACCAAAA 198
Actina TGGCCGTGATCTAACAGATG |CTGAGGAGCTGCTCTTTGCT 164

Cuadro 2.3 ‘Primers’ utilizados para la medicion de transcriptos de ARNm de los
genes KWACS1, KWACS2, KWACO1, AdGAL1, AdJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1,
AdJEXP1, AdEXP2 y Actina.

2.3.11. Amplificacion rapida de los extremos 5~ de ADNc (RACE 5")

El procedimiento conocido como ‘Rapid Amplification of cDNA Ends’ (RACE)
permite la amplificacion de secuencias de acidos nucleicos localizadas entre un sitio

especifico interno y secuencias desconocidas en los extremos 3’0 5" a partir de ARNm.

En este trabajo, la técnica RACE 5%, que permite el aislamiento y la
caracterizacién del extremo 57, se realizd utilizando el kit comercial 5"RACE System for

Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitrogen Corporation, EE.UU.).

La técnica consiste en realizar primero en la sintesis de ADNc a partir del
ARNmM poliadenilado utilizando el ‘Gene-Specific Primer’ (GSP1) especifico de la
secuencia de interés y la enzima SuperScript™ 1l RT, derivada de M-MLV RT con
actividad reducida de RNase H (Figura 2.6). Luego el ARNm se degrada mediante el

tratamiento con RNase Mix.
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5° ARNm (A),  Hibridacion del ‘primer’
‘ G' Sp1 GSP1 al ARNm
< A) Sintesis de ADNCc a partir
E g e e " del ARNm mediante
‘ SuperScript ™I1 RT
_ s g ey B Degradacion del ARN
3"« -5 con RNase Mix
‘ Purificacion del ADNc
3- CC...CC == 5°  Incorporacion de la secuencia
‘ poli(C) al extremo 3'del ADNc
5 :lG(J: é am - Lrareaccionde PCR con
G ‘primers’ AAP y GSP2 utilizando
‘ GSP2 poli(C)-ADNc como molde
AUAP
2da reaccion de PCR con
5 :lGé é 3 ‘primers’ AUAP y GSP3
3'==cc..cC -5 utilizando como molde el
GSP3 producto de la PCR anterior

Figura 2.6 Representacion esquematica de los pasos de la técnica RACE 5.

ElI ADNc se purifica en la columna S.N.A.P.™ (Invitrogen Corporation,
EE.UU.) separandolo de los dNTPs y restos de ‘primer’ GSP1 no incorporados en la
sintesis. En el paso siguiente, la enzima Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) y
desoxirribonucleotidos de citosina (dCTP) se utilizan para agregar la secuencia poli(C)
al extremo 3" del ADNCc - proceso denominado ‘TdT tailing’. Luego el poli(C)-ADNc
sirve de molde en una reaccion de PCR que utiliza Taq polimerasa y los ‘primers’ GSP2
y ‘Abridge Anchor Primer’ (AAP). Este Ultimo contiene una secuencia de poli(G), que
se va a hibridar a la secuencia poli(C) del ADNc, y la secuencia adaptadora. Luego se
realiza la segunda reaccion de PCR utilizando como molde el producto de la PCR
anterior y los ‘primers’ GSP3 y ‘Abridge Iniversal Amplification Primer’ (AUAP). La
secuencia del ‘primer’ AUAP es complementaria a la secuencia adaptadora que se
encuentra en el extremo 5 de la secuencia de interés. EI GSP3 se ubica rio arriba del
GSP2. Como resultado de la segunda reaccion de PCR, se amplifica un fragmento del
extremo 5’, flanqueada en el extremo 5” por el ‘primer’ AUAP y en el extremo 3"con el
‘primer’ GSP3 (Figura 2.6).
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A continuacion se describe detalladamente el protocolo utilizado para realizar la
técnica RACE 5”:

La sintesis de ADNCc se realizd en un tubo de PCR al cual se afiadié 2,5 pmoles
de ‘primer’ GSP1, 50-500 ng de ARNm, y agua destilada tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) suficiente hasta alcanzar un volumen final de 15,5 pL. La mezcla
se incubd 10 min a 70 °C y luego se mantuvo en hielo durante 1 min. Después de
realizar una breve centrifugacion se afadieron en este orden: solucion reguladora de
PCR 10x, MgCl, 25 mM, mezcla de dNTPs 10 mM, DTT 0,1 M, hasta un volumen final
de 24 pL. EIl contenido del tubo se mezclé suavemente y se recolectdé mediante una
breve centrifugacion. Luego, la solucion se incub6é 1 min a 42 °C. Se afiadi6 1 pL de
SuperScript™ Il RT. Se mezcl6 suavemente y se incub6 primero 50 min a 42 °C, luego
15 min a 70 °C, y después se coloco a 37 °C. Se afiadié 1 L de RNase Mix, se mezcld
con cuidado y se incubd a 37 °C durante 30 min. Luego la mezcla se guardo en hielo.

La purificacion de ADNc mediante la columna S.N.A.P.™ se realiz0 de la
siguiente manera: a la muestra de ADNc se afiadio 120 pL de la solucién Nal 6 M
previamente equilibrada a temperatura ambiente. Se transfirié la solucion ADNc/Nal a
la columna S.N.A.P.™ y se centrifugd 20 s a 13.000 x g. El tubo interno se colocé en un
tubo limpio y se realizaron 4 lavados con la solucién de lavado 1x frio y dos lavados
con etanol 70 %, centrifugando 20 s a 13.000 x g y descartando el precipitado. EI tubo
se transfirio a otro tubo limpio, se agreg6 50 pL de agua estéril precalentada a 65 °C y

se centrifugd 20 s a 13.000 x g para la elucion del ADNCc.

Una vez purificado el ADNCc se realiz6 la reaccion de “TdT tailing’. Para eso se
prepard una mezcla de agua tratada con DEPC, solucién reguladora ‘tailing’ 5x, dCTP 2
mM, ADNCc purificado, con un volumen final de 24 pL. La mezcla se incub6 2-3 min a
94 °C vy luego se coloco el tubo en hielo durante 1 min. Se afiadié 1 pL de TdT, se
mezcl6 suavemente, se incubd 10 min a 37 °C y luego 10 min a 65 °C para inactivar la
TdT. Se recolectd el contenido del tubo mediante una breve centrifugacion y se guardd

en hielo.

Luego, se realizé la primera reaccion de PCR utilizando el poli(C)-ADNc como
molde. Para esto se agreg6 en un tubo de PCR: 31,5 pL de agua destilada, 5 pL de
solucién reguladora de PCR 10x (Tris-HCI 200 mM pH=8,4, KCI 500 mM), 3 uL de
MgCl; 25 mM, 1 pL de mezcla de ANTPs 10 mM, 2 pL del ‘primer’ GSP2 10 uM, 2 uLL
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del ‘primer’ AAP 10 uM, 5 uL de ‘dC-tailed’ ADNc y 0,5 uL de Taq ADN polimerasa.
Se mezcld suavemente y se colocd en el termociclador previamente calentado a 94 °C

para evitar la amplificacion de productos inespecificos.

La segunda reaccion de PCR se realiz utilizando como molde una dilucion del
producto amplificado en la primera reaccién de PCR. En un tubo de PCR se afiadieron:
31,5 pL de agua destilada, 5 pL de solucion reguladora de PCR 10x (Tris-HCI 200 mM
pH=8,4, KCI 500 mM), 3 pL de MgCl, 25 mM, 1 pL de mezcla de dNTPs 10 mM, 2
pL del ‘primer’ GSP3 10 uM, 2 pL del ‘primer’ AUAP 10 uM, 5 pL del producto de la
primera PCR 1% y 0,5 pL de Tag ADN polimerasa.

Las dos reacciones de PCR se llevaron a cado mediante una primera fase de
desnaturalizacion de ADNc, durante 3 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos que contenian:
una fase de desnaturalizacion de 30 s a 94 °C, una fase de hibridacion de 45sa 56 °C y
una fase final de extension de 1 min a 72 °C. Luego se analizaron 7 pL del producto de

la reaccion de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa.

Las secuencias de los ‘primers’ utilizados en la técnica RACE 5’se encuentran

en la seccién 2.3.10, Cuadro 2.2.

2.3.12. Amplificacion réapida de los extremos 3" de ADNc (RACE 3)

En este trabajo, para el aislamiento del extremo 3" se aplico la técnica RACE 3°
utilizando el kit comercial 3’'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends,
Version E (Invitrogen Corporation, EE.UU.).

El procedimiento de RACE 3" consta de varios pasos (Figura 2.7). En el primer
paso se realiza una sintesis de ADNc a partir de ARNm utilizando la enzima
SuperScript™ 11 RT y un “oligo-dT Adapter Primer’ (AP). Este Gltimo estad compuesto
por una secuencia de poli(T) complementaria a la secuencia poli(A) del ARNm, y una
secuencia adaptadora. Luego de sintetizar el ADNc, el ARNm se degrada mediante la
enzima RNasa H. Posteriormente, se amplifica el gen mediante la reacciéon de PCR
utilizando el ‘primer’ GSP especifico de la secuencia de interés y el AUAP
complementario a la region 3". De esta manera, la técnica RACE 3" permite amplificar

un fragmento de ADN cercano a la region 3" de la secuencia de interés.
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5° ARNm AAA--AAA
Sgdoicho . Hibridacion del oligo(dT)
TTT--TTTE—— )
¢ AP > Adapter Primer (AP) al ARNm
5° AAA---AAA _ Sintesis de ADNc mediante
Je=mmmm e —m———— ~4TTT-TTTE——1 5 SuperScript™ 1 RT
] R e e i BRTS ~ Degradacion del ARN
34 TIT-TITMM—— 5" on RNase Mix
mplificacion de c
ﬁi Amplificacion del ADN
3¢ TIT--TTTem—— 5~ mediante lareaccion de PCR
con ‘primers’ GSP y AUAP
AUAP

Figura 2.7 Representacion esquematica de los pasos de la técnica RACE 3.

El protocolo utilizado se detalla a continuacion. En un tubo de PCR se agrego
50-200 ng de ARNm y agua tratada con DEPC para obtener un volumen final de 11 pL.
Luego se afiadio 1 pL de solucion AP 10 uM, se mezclé suavemente y se recolectd

mediante una breve centrifugacion.

La mezcla se incub6 a 70 °C durante 10 min y luego se enfrié en hielo durante 1-
2 min. Se recolectd el contenido del tubo mediante una breve centrifugacion y se
afiadieron los siguientes componentes en este orden: 2 pL de solucién reguladora de
PCR 10x, 2 pL de MgCl, 25 mM, 1 uL de la mezcla de dNTPs 10 mM, 2 pL de DTT
0,1 M. La mezcla se equilibré a 42 °C durante 2-5 min, se afiadié 1 pL de la enzima

SuperScript™ 11 RT y se incubé a 42 °C durante 50 min.
La reaccién finalizé incubando la mezcla a 79 °C durante 15 min.

Luego, el tubo se coloco en hielo y, después de realizar una breve
centrifugacién, se afiadié 1 puL de la enzima RNasa H, se mezcl6 suavemente y se
incubd a 37 °C durante 15 min. Por ultimo, el tubo que contenia el ADNCc sintetizado se

guardd en hielo o se congel6 a — 20 °C.

En el siguiente paso el ADNc obtenido se utiliz6 como molde para la

amplificacion del fragmento de interés mediante la técnica de PCR. En un tubo de PCR
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se afiadi6 en este orden: 5 pL de solucion reguladora de PCR 10x, 3 pL de MgCl;, 25
mM, 1 pL de una mezcla de dNTPs 10 mM, 1 pL del ‘primer’ GSP 10 uM, el ‘primer’
AUAP pM, 36,5 pL de agua destilada estéril, 0,5 pL de Taq polimerasa 2-5 unidades
por pL y 2 pL de ADNc. Se mezcl6 suavemente y se recolectd el contenido del tubo

mediante una breve centrifugacion.

Se incubd la reaccion a 94 °C durante 3 min y luego se realizaron 35 ciclos de
PCR, utilizando el protocolo especifico para la Taq polimerasa. Luego se analizaron 6
uL del producto de la reaccién de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa.

2.3.13. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las moléculas de ADN con un tamafio comprendido entre 100 pb y 50 Kb de
longitud se pueden separar en geles de agarosa de diversa concentracion. Este tipo de
geles se someten a electroforesis horizontales en un campo eléctrico de direccion

constante.

Se prepararon los geles en solucién reguladora TAE (20 mL de TAE 50x: Tris,
EdTA, &cido acético glacial, y la cantidad de agua destilada requerida para obtener 1 L
de solucion, pH 8,5) pesando la cantidad adecuada de agarosa (extra pura, Invitrogen
Corporation, EE.UU.) en funcion de la concentracion 1,5% p/v del gel. Posteriormente

se calentd la mezcla hasta ebullicion y se vertio en el molde dejandose solidificar.

Tanto las muestras de ADN como el marcador de peso molecular (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen Corporation EE.UU.) se mezclaron con la solucion reguladora de
carga 6x (azul de bromofenol 0,3 %, glicerol 30 %) y se adicionaron a los pocillos del
gel. En la corrida electroforética se utilizéd solucién reguladora TAE 1x y un voltaje
constante de 100 V.

2.3.14. Visualizacion de los productos de PCR

Para visualizacion de los productos de PCR se utilizé el reactivo SybrGreen
(Invitrogen Corporation, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del proveedor. Asi, luego
de realizar la corrida electroforética, el gel de agarosa se tifid con la solucion de

SybrGreen y solucion reguladora TAE 1x durante 50-60 min. Al terminar el tiempo de
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la incubacion, el gel se coloco en el transiluminador para su exposicion a luz UV, y se

tomo una foto mediante una cdmara fotografica instalada en el equipo.

2.3.15. Extraccion de ADN de geles de agarosa

En caso de requerir la extraccion de ADN del gel de agarosa, la electroforesis se
realiz6 en agarosa 1 % preparada en la solucion reguladora TAE 1x. Se siguié el

procedimiento que se describe a continuacion.

Se identificé en el transiluminador la banda de interés en el gel de agarosa tefiido
con la solucién de SybrGreen. Se recortd con bisturi el fragmento del gel de agarosa que
contenian el ADN de interés y se procedio a la extraccién del ADN de estos fragmentos
utilizando el kit comercial de Extraccion de ADN (DNA Extraction Kit, Fermentas).

El fragmento recortado se peso, se coloco en un tubo de tipo Eppendorf limpio y
se le agrego la solucién de yoduro de sodio 6 M a razén de 3 volumenes de dicha

solucion por un volumen del gel. Se incubo durante 8-10 min a 55 °C hasta disolver el
gel.

Luego se agregd 5 pL de suspension de polvo de silica y se incubd durante 5
min a 55 °C, mezclando la muestra cada 2 min en un vortex. El tubo se centrifugd con
el complejo polvo de silica-ADN durante 5 s a 13.000 rpm para formar el precipitado y

remover el sobrenadante.

Posteriormente se realizaron tres lavados con 500 pL de la solucion reguladora
de lavado (solucion de Tris, NaCl, EDTA, Etanol y agua destilada) frio, resuspendiendo
cada vez el precipitado completamente, luego centrifugando durante 5 s a 13.000 rpm y
retirando el sobrenadante. Después de realizar el Gltimo lavado, se retird por completo

la solucién reguladora y se dejo a secar la muestra al aire durante 10-15 min.

Finalmente a la muestra se agregdé 5 pL de solucién reguladora TE estéril (10
mM Tris HCI, pH 8, 1ImM EDTA), se incub6 durante 5 min a 55 °C y se centrifugd
durante 30 s a 13.000 rpm. Se retir6 cuidadosamente el sobrenadante que contenia el
ADN. Este ultimo paso de elucion de ADN del polvo de silica se repitid dos veces.
Luego se analizd el ADN extraido en una corrida electroforética y posterior

visualizacion en el transiluminador por la exposicion a luz UV.
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2.3.16. Ligacion de los productos purificados de PCR

La reaccion de la unidon del ADN purificado al vector plasmidico se realizd
empleando el sistema Vector pGEM-T Easy (Promega) utilizando el vector pGEM-T.
En cada caso se utilizé: 3 pL del producto amplificado mediante PCR vy purificado, 5
UL de la solucion reguladora de ligacion 2x, 1 pL de la enzima T4 ADN ligasa y 1 pL
del plasmido pGEM-T para obtener el volumen final de 10 pL. La mezcla de ligacion se

incubo a 4 °C durante toda la noche.

2.3.17. Obtencion de células competentes

El proceso de la introduccion de ADN recombinante plasmidico en bacterias se
denomina transformacion. Para que la transformacion sea efectiva es necesario tratar
previamente a las bacterias para hacerlas competentes, es decir, mas susceptibles a la

entrada en ADN plasmidico. A continuacion se describe el protocolo utilizado.

La técnica se realizo en el flujo laminar con los materiales estériles. Se tomaron
células de E. coli pertenecientes a la cepa DH5a, congeladas a -80 °C, y se sembraron
por agotamiento en placas de Petri con medio LB-agar (Triptona 10 g, extracto de
levadura 5 g, NaCl 5 g, agar 15 g, agua destilada en csp 1 L) sin ampicilina. La placa se

incubd durante 18 h en una estufa a 37 °C.

Una vez crecidas las colonias, se tomo6 una de ellas y se inoculé en 3 mL de
medio LB — medio de Luria-Bertani (Triptona 10g, extracto de levadura 5 g, NaCl 5 g,
agua destilada en csp 1 L) estéril. El indculo permanecio en condiciones de crecimiento
durante toda la noche, en agitacion a 150 rpm a 37 °C. Posteriormente se tom6 1 mL del
cultivo liquido para inocular 100 mL de medio LB estéril a 37 °C en agitacion a 150
rpm hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento, que se determind midiendo la

absorbancia del cultivo a 600 nm (para el blanco se utiliz6 medio LB sin cultivo).

Una vez alcanzada la fase logaritmica, se trabajé con el cultivo en frio, ya que la
supervivencia de las células competentes esta limitada por la temperatura. La
suspension celular se repartié en cuatro tubos tipo Falcon estériles de 100 mL cada uno

y se retomaron las células por centrifugacion a 3000 rpm durante 7 min a 4 °C.

Se descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 5 mL de la

solucion fria y estéril de CaCl, 0,1 M conteniendo glicerol 15 %. Se repartié todo el
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volumen de la suspension celular en 2 tubos, se dejo 40 min en hielo y después se

centrifugd 10 min a 2100 rpm a 4 °C.

Se descartd el sobrenadante y el precipitado de cada tubo se resuspendi6 en 3
mL de solucion fria y estéril de CaCl, 0,1 M conteniendo glicerol 15 %. La suspension
celular se dividié en alicuotas de 200 uL, las cuales inmediatamente se guardaron a -80
°C hasta su utilizacion. Posteriormente se procedio a la transformacién de estas células

competentes.

2.3.18. Transformacion de células competentes

La técnica de transformacion utilizada en este trabajo de investigacion fue el
choque termico. Se trabajo en el flujo laminar con los materiales estériles. El
procedimiento empezo con la incubacion de una alicuota de 200 pL de las bacterias
competentes con 10 puL de mezcla de ligacion (ADN recombinante) en hielo durante 1
h. Luego se realizo la incubacion del tubo con la mezcla en bafio térmico himedo a 42
°C durante 1 min 45 s, lo que se denomina choque térmico. Esto induce a las bacterias a
aceptar moléculas de ADN. Inmediatamente el tubo se volvio a colocar en hielo durante

5 min.

Se adicionaron 800 pL de medio LB y se incubd durante 1,5 h a 37 °C con

agitacion a 150 rpm.

Por otro lado, se prepar6 medio de cultivo sélido en placas de Petri conteniendo
LB-agar con 100 pg mL™ de ampicilina. Se agregd a las placas 50 pL de X-Gal
(Invitrogen Corporation, EE.UU.), solucion preparada siguiendo las instrucciones del
proveedor (10 mg mL™ en formamida), utilizando las bolitas de siembra. Luego se
dejaron secar las placas. EI compuesto organico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopiranosido) se utilizd6 como indicador de colonias que contenian el vector

recombinante.

Posteriormente, la suspension de células se centrifug6 durante 30 s a 14000 rpm,
se descart6 500 uL de sobrenadante, se resuspendié el precipitado en restantes 500 L.
Se tomaron 300 pL de suspensidn para la siembra en las placas LB-agar con ampicilina
y X-Gal.
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Las placas se incubaron en una estufa a 37 °C durante 18 h. Se realiz6 un
repique de las colonias blancas a fin de poder identificar la colonia necesaria facilmente.
Se seleccionaron colonias positivas (es decir, con el fragmento de interés) mediante la
técnica de PCR de colonias. A partir de una de estas colonias se realiz6 la extraccién de
ADN plasmidico.

2.3.19. PCR sobre colonias

Tras la transformacion de las bacterias con mezcla de ligacion, se obtiene una
placa con una cantidad determinada de colonias, unas positivas (Vector + inserto) y
otras no (vector recircularizado). La amplificacion por PCR sobre colonias
potencialmente positivas nos permite confirmar que las colonias positivas contienen el

fragmento de interés.

La amplificacion sobre colonias de E coli se realizo de dos maneras. La primera
consistio en afadir la colonia directamente sobre el tubo de PCR con todos los
componentes, tras haber realizado una réplica en placa nueva para poder conservar e

identificar la colonia.

Para la segunda opcion fue necesario un paso previo en el cual la colonia fue
depositada en un tubo de 0,6 mL con 5 pL de agua miliQ estéril. La suspension se
hirvio a 100 °C durante 5 min y se centrifugd a 13.000 rpm en centrifuga de mesa
refrigerada, durante 3 min, utilizandose 1 pL del sobrenadante resultante como molde
de la reaccion de PCR. De esta forma se consiguen eliminar los restos celulares y LB-

agar que puede interferir en la funcién de la Taq polimerasa.

2.3.20. Aislamiento de ADN plasmidico

La preparacién de ADN plasmidico se realizé a partir de cultivos en fase
estacionaria de la cepa portadora. En el presente trabajo se realizaron minipreps (3-5
mL), utilizando el kit comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN Inc., CA, USA),
siguiendo las instrucciones e indicaciones del manual del producto. Los principios de
QIlAprep miniprep estan basados en una lisis alcalina de las células bacterianas con
posterior absorcion del ADN plasmidico por la membrana de silica en la presencia de

alto contenido de sales, con posteriores lavados y la elucién del plasmido.
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2.3.21. Secuenciacion y andlisis bioinformatico

El andlisis de las muestras de ADN plasmidico en las cuales se verificd la
presencia de inserto se realizd en un secuenciador ABI PRISM® 377 DNA Sequencer

(Applied Biosystems, USA), utilizando los primers T7 y Spé.

Los alineamientos de las secuencias nucleotidicas y de amino&cidos se
realizaron en los programas VectorNTI Suite 8 (Invitrogen Corporation, EE.UU.) y
BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999).

La comparacion de las secuencias de nucledtidos y de las secuencias deducidas
de amino&cidos con la base de datos del GenBank se realizd utilizando el algoritmo
NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al., 1997).

El estudio de la secuencia completa de AdGALL1 se realizO mediante varios

programas descriptos a continuacion:

Por medio del programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw), se aline6 y

comparo la secuencia de aminoacidos deducida (Thompson et al., 1994).

El marco de lectura y la prediccion de la proteina se realizaron usando el NCBI

ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf).

Los dominios de la proteina se identificaron con el Simple Modular Architecture
Research Tool (SMART; http://smart.embl-heidelberg.de) (Letunic et al., 2006).

Para predecir los péptidos sefial y los sitios de clivaje se utilizo el programa
SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Nielsen et al, 1997), y la
localizacion subcelular - usando el TargetP 1.1 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) (Emanuelsson et al., 2000).

El punto isoeléctrico tedrico y el peso molecular del péptido maduro se calculd

mediante el programa Compute pl/Mw tool (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html).

2.3.22. Construccion del arbol filogenético

El analisis filogenético y el analisis de la evolucion molecular de la secuencia
completa de AdGALL1 se realizd6 mediante el programa MEGA version 4 (Tamura et al.,
2007) utilizando el método Neighbor Joining. Se alinearon las secuencias de

aminoacidos de 33 B-Gal mediante ClustalW, donde la secuencia del gen LACA de
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Aspergillus niger ofici6 como ‘outgroup’. El soporte estadistico para los clados
filogenéticos se calculd mediante un analisis con muestreos sucesivos, denominados
‘bootstrap’, de 1000 réplicas. Los numeros de acceso del GenBank de las secuencias

estan indicados en la seccién 2.3.24, Cuadro 2.4.

2.3.23. Analisis estadistico

Los datos de la produccion de etileno y de firmeza en los experimentos de esta
Tesis se analizaron mediante analisis de varianza y prueba de Tukey utilizando el
programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2010). En todos los casos, el nivel de significacion

fue p < 0,05.

2.3.24. Numeros de acceso GenBank

Los numeros de acceso del GenBank de genes citados en este trabajo se detallan

a continuacion (Cuando 2.4).

Denominacion del gen Nombre de especie N° de acceso GenBank
KWACS1 Actinidia deliciosa AB005722
KWACS2 Actinidia deliciosa AB005723
KWACO1 Actinidia deliciosa AB003514
AdGAL1 Actinidia deliciosa HQ108111
AJARF/XYL1 Actinidia deliciosa HQ108113
AdAFR1 Actinidia deliciosa HQ108110
AdPL1 Actinidia deliciosa HQ108112
AdEXP1 Actinidia deliciosa AY390358
AdEXP2 Actinidia deliciosa DQ919540
JP-GAL Pyrus pyrifolia AB046543
PpGAL2 Pyrus pyrifolia AB190363
PpGAL3 Pyrus pyrifolia AB190364
PpGAL4 Pyrus pyrifolia AB190365
PpGAL5 Pyrus pyrifolia AB190366
PpGALG6 Pyrus pyrifolia AB190367
PpGAL7 Pyrus pyrifolia AB190368
PpGALS Pyrus pirifolia AB190369
CsGAL1 Citrus sinensis AY(029198
AV-GAL Persea americana AB061017
PaGAL2 Persea americana AB252827
PaGAL3 Persea americana AB252828
PaGAL4 Persea americana AB252829
SP26 Mangifera indica AF004812
TBG1 Lycopersicon esculentum AF023847
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TBG2
TBG3
TBG4
TBG5
TBG6
TBG7
pABG1
beta-gall
beta-gal2
beta-gal3
pBG(a)
pBG(b)
PcGAL1
PcGAL2
PpGAL1
PpGAL2
LACA
PpARF/XYL
PpARF2
MdJARF/XYL1
Xyll
ARF
PpARF1
PsARF1
AFasel
PPARF1
Aral
PpPL1
MdPL1
Pm65
PcPL1

Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Malus x domestica
Fragaria x ananassa
Fragaria x ananassa
Fragaria x ananassa
Carica papaya

Carica papaya

Pyrus communis

Pyrus communis

Prunus persica

Prunus persica
Aspergillus niger

Prunus persica

Pyrus pyrifolia

Malus x domestica
Fragaria x ananassa
Citrus unshiu

Prunus persica

Prunus salicina

Malus x domestica

Pyrus pyrifolia

Fragaria x ananassa
Prunus pérsica

Malus x domestica
Prunus mume

Fragaria chiloensis

AF154420
AF154421
AF020390
AF154423
AF154424
AF154422
L29451
AJ278703
AJ278704
AJ278701
FJ859031
FJ859030
AB086423
AB086424
EF568777
EF568776
L06037
AB264280
AB195230
GU937612
AY486104
AB364643
DQ486870
DQ822467
AY309436
AB073311
EF635628
AB264095
AY376878
AB218786
EF441273

Cuadro 2.4 Los numeros de acceso del GenBank de genes citados en este trabajo.

En “negrita” estan marcadas las secuencias que se obtuvieron en esta Tesis.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Experimento 1: Aplicacion de 1-MCP o de etileno con posterior
almacenamiento a 20 °C y evaluacion de produccion de etileno,
firmeza y expresion de genes KWACS1, KWACS2 y KWACO1

Para este experimento, los frutos de kiwi ‘Hayward’ de las regiones Mar del Sur
y Baradero se cosecharon en el mismo estado de maduracion. Sin embargo, su
comportamiento en referencia al ablandamiento después de la cosecha fue diferente. Los
controles de los frutos de Mar del Sur alcanzaron el pico de la produccion de etileno en
el dia 24 (Figura 3.1, A), mientras que los frutos de Baradero mostraron el pico en el dia
14 (Figura 3.2, A). Los frutos tratados con etileno provenientes de Mar del Sur
adelantaron la aparicion del climaterio de etileno autocatalitico 10 d respecto de los
frutos control (Figura 3.1, A), mientras que los provenientes de Baradero mostraron un
adelanto de 6 d (Figura 3.2, A). Ademas, en los frutos provenientes de Mar del Sur, el
tratamiento con etileno aumentd la magnitud del pico de etileno 3-4 veces en
comparacion con los frutos control, mientras que los frutos provenientes de Baradero y

tratados con etileno aumentaron 6 veces la magnitud del pico respecto de su control.

Tal cual lo esperado, el etileno acelerd el proceso normal de ablandamiento de
los frutos de ambas regiones. Sin embargo, la tasa del ablandamiento de los frutos de
Baradero (Figura 3.2, B) fue mayor que la de los frutos de Mar del Sur (Figura 3.1, B).
Los frutos de Mar del Sur resultaron inadecuados para su consumo tras 21 d de
almacenamiento luego de la aplicacion de etileno, pero el mayor deterioro fue
observado en los frutos de Baradero. Estos Gltimos no fueron aptos para el consumo tan
solo 8 d después de la aplicacién de etileno. El tratamiento con el 1-MCP inhibié la
produccién del etileno durante el experimento en muestras de ambas regiones (Figura
3.1y 3.2, A) ydisminuyé la pérdida de firmeza significativamente (Figura 3.1y 3.2, B).

Mientras que los frutos de Baradero fueron considerados “listos para consumo” después
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de 28 d, los frutos de Mar del Sur no llegaron a este estado durante la duracion del

experimento, manteniéndose en exceso firmes.

—&-Control
80  —O-1-MCP
—o—Etileno

Produccién de etileno (ng kg? s?)

(A) Tiempo (dias)
100
z
___________________________ :
S 10 F I
Q i |
= :
[T I A T S _
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-O-1-MCP
—@-Etileno
l 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24 28
(B) Tiempo (dias)

Figura 3.1 Produccién de etileno (A) y firmeza (B) en kiwis cosechados en Mar del Sur.

Los kiwis se trataron con etileno 10 pL L™ o con 1-MCP 1 pL L™ Se utilizaron frutos no
tratados como controles. Después de la aplicacion de los tratamientos los frutos se almacenaron
a 20 + 2 °C durante 28 d. Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar.
Cuando las barras no son visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Letras distintas en
una misma fecha representan diferencias estadisticas significativas entre tratamientos segln la
prueba de Tukey (p < 0,05). El rectdngulo de trazo discontinuo en el gréafico B incluye los frutos

“listos para consumo” con valores de firmeza de ~4-13 N.
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Figura 3.2 Produccién de etileno (A) y firmeza (B) en kiwis cosechados en Baradero.

Los kiwis se trataron con etileno 10 pL L™ o con 1-MCP 1 pL L™ Se utilizaron frutos no
tratados como controles. Después de la aplicacion de los tratamientos, los frutos se almacenaron
a 20 + 2 °C durante 28 d. Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar.
Cuando las barras no son visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Las letras
distintas en una misma fecha representan diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos segun la prueba de Tukey (p < 0,05). El rectangulo de trazo discontinuo en el

grafico (B) incluye los frutos “listos para consumo’ con valores de firmeza de ~4-13 N.
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La expresion de los genes KWACS1, KWACS2 y KWACOL1 se analiz6 mediante
la técnica de RT-PCR semicuantitativa en el mesocarpo y la columela de los frutos de

Mar del Sur (Figura 3.3).

Mesocarpo

a KWACS2

—KWACO1

el Actina

c cCMECMECMECME CM ECMECME
Dia0 Dia1l Dia4 Dia8 Dia 14 Dia21 Dia 24 Dia 28

Columela
KWACS1

KWACO1

c c M ECME C M E CME CMECMECME
Dia0 Dia1l Dia4 Dia 8 Dia14 Dia21 Dia 24 Dia 28

Figura 3.3 Acumulacién de transcriptos de KWACS1, KWACS2 y KWACOL1 en el
mesocarpo Y la columela de los frutos de Mar del Sur en el Experimento 1.

Los frutos control (C) y los frutos tratados con etileno 10 uL L™ (E) 0 1-MCP 1 pL L™ (M) se
almacenaron a 20 + 2 °C durante 28 d. Los muestreos de tejidos para las extracciones de ARNm
se realizaron los dias 0, 1, 4, 8, 14, 21, 24 y 28. El gen de Actina se utiliz6 como un control

interno para normalizar las cantidades del molde inicial.

En ambos tejidos, la expresidn de transcriptos de los genes KWACSL vy
KWACO1 aumenté concomitantemente con la produccion autocatalitica de etileno en
los frutos control hasta alcanzar el pico en el dia 24 (Figura 3.3). Los niveles de
transcriptos de KWASCL1 fueron considerablemente més altos en el mesocarpo que en la
columela. Los transcriptos de KWACO1 en el mesocarpo se detectaron hasta el dia 24,

mientras que en la columela se evidenciaron hasta el dia 28.

Los genes KWACS1 y KWACO1 tuvieron una respuesta marcada a los
tratamientos con etileno. Las primeras acumulaciones de transcriptos de KWACS1 en el

mesocarpo se detectaron en el dia 4, las mismas tuvieron un importante aumento hacia
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el dia 14, acorde con el pico de produccion de etileno registrado en ese dia, y luego
disminuyeron en el dia 21. En la columela se detecto la expresion de KWACSL1 los dias
14 y 21. Los niveles de los transcriptos de KWACOL tuvieron un aumento transitorio en
el mesocarpo en el dia 1 después del tratamiento con el etileno y subid
significativamente en ambos tejidos el dia 14.

El gen KWACS2 fue més estable en la expresion durante el ablandamiento del
kiwi (Figura 3.3). No se pudo identificar la relacion entre la expresion del gen KWACS2
y la sintesis del etileno autocatalitico, pero los niveles de transcriptos de KWACS2
fueron relativamente mas altos en el mesocarpo de los frutos tratados con 1-MCP del
dia 4 hasta el dia 28.

En cambio, los tratamientos con 1-MCP confirmaron una relacion directa entre
la expresion de los genes KWACS1 y KWACOL1 y la sintesis del etileno. No se detecto la
expresion de los genes KWACS1 y KWACOL1 en los frutos tratados con 1-MCP,
independientemente del tejido considerado. El 1-MCP también inhibio el aumento

transitorio de los transcriptos KWACS1 encontrados en la columela el dia 1 (Figura 3.3).

3.2. Experimento 2: Aplicacion de 1-MCP después de 40, 80 0 120 dias
de conservacion a 0 °C con posterior almacenamiento a 20 °C.
Evaluacion de la firmeza y de la expresion de los genes KWACSL,
KWACS2 y KWACO1

Después de 40 d de conservacion en frio, los frutos control de Mar del Sur
almacenados a 20 + 2 °C tardaron 12 d en inicar la sintesis del etileno autocatalitico,
registrandose el pico de produccion de etileno en el dia 18 (Figura 3.4, A). Aun asi, los
frutos control mostraron que la produccion de etileno se incrementd de 0,48 ng kg s
después de 1 dia a 20 + 2 °C hasta 1,25 ng kg s después de 5 d. Al contrario, los
frutos tratados con el 1-MCP manifestaron niveles basales de produccion del etileno:
0,32 ng kg stel dia1, 0,2 ng kg* s* el dia 5, y, un maximo de 0,52 ng kg™ s™ el dia

18, sin mostrar un pico durante la duracién del experimento (Figura 3.4, A).
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Figura 3.4 Produccion de etileno (A) y firmeza (B) de frutos conservados a 0 °C
durante 40 d y después tratados (M) o no (C) con1-MCP 1 pL L™

Después de la aplicacién de los tratamientos, los Kiwis se almacenaron a 20 + 2 °C durante 28 d.
Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar. Cuando las barras no son
visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Las letras distintas en una misma fecha
representan diferencias significativas entre los tratamientos segln la prueba de Tukey (p <
0,05). EIl rectangulo de trazo discontinuo en el grafico (B) incluye los frutos “listos para

consumo’” con valores de firmeza de ~4-13 N.
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Los frutos control mostraron una tasa de ablandamiento mas elevada que los
frutos tratados con 1-MCP, presentando valores de firmeza muy bajos al final del
experimento (Figura 3.4, B). Los frutos control alcanzaron el estado de consumo
después de 4 d y se mantuvieron dentro del rango de consumo hasta el dia 18. En
cambio, los frutos tratados con 1-MCP se consideraron “listos para consumo” después

de 18 d, siendo los valores de firmeza de 7,5 N en el dia 28 (Figura 3.4, B).

La mayor acumulacion de transcriptos de KWACS2 se encontrd en los frutos
control en los dias 15 y 18, lo que coincidié con el pico de produccion del etileno.
KWACS1 se expresd intensamente en los frutos control el dia 18 en ambos tejidos, y
ligeramente en la columela en los dias 1 y 22 y en el mesocarpo el dia 15 (Figura 3.5).
KWACO1 manifestd un pico de expresion en el mesocarpo y en la columela el dia 18
(Figura 3.5). Como en el experimento 1, la asociacion de KWACS1 y KWACOL1 con la
percepcion del etileno fue confirmada por el tratamiento con 1-MCP, que inhibio la

expresion de estos genes en todos los dias del experimento en ambos tejidos.

Mesocarpo

KWACS1
KWACS2
KWACO1

Actina
C M C M C M C M
Dia1l Dia 15 Dia 18 Dia 22

Columela
KWACS1

KWACS2
KWACO1

Actina

C M C M C M Cc M

Dia1l Dia 15 Dia 18 Dia 22

Figura 3.5 Acumulacién de transcriptos de KWACS1, KWACS2 y KWACOL1 en el
mesocarpo y en la columela de los frutos conservados a 0 °C durante 40 d y luego
tratados (M) o no (C) con 1-MCP 1 pL L™

Después de la aplicacion de los tratamientos, los kiwis se almacenaron a 20 + 2 °C durante 28 d.

El gen de Actina se utiliz6 como control interno para normalizar las cantidades del molde

inicial.
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Figura 3.6 Produccion del etileno (A) y firmeza (B) en kiwis conservados a 0 °C
durante 80 d y después tratados (M) o no (C) con 1-MCP 1 pL L™

Después de la aplicacién de los tratamientos, los kiwis se almacenaron a 20 + 2 °C durante 28 d.
Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar. Cuando las barras no son
visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Las letras distintas en una misma fecha
representan diferencias significativas entre los tratamientos segln la prueba de Tukey (p <
0,05). EIl rectangulo de trazo discontinuo en el grafico (B) incluye los frutos “listos para

consumo’” con valores de firmeza de ~4-13 N.
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Figura 3.7 Produccién de etileno (A) y firmeza (B) en kiwis conservados a 0 °C
durante 120 d y después tratados (M) o no (C) con 1-MCP 1 pL L™

Después de la aplicacién de los tratamientos, los Kiwis se almacenaron a 20 + 2 °C durante 28 d.
Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar. Cuando las barras no son
visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Las letras distintas en una misma fecha
representan diferencias significativas entre los tratamientos segln la prueba de Tukey (p <
0,05). EIl rectangulo de trazo discontinuo en el grafico (B) incluye los frutos “listos para

consumo” con valores de firmeza de ~4-13 N.
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Los frutos control expuestos a 0 °C por 40 (Fig. 3.4, A), 80 (Figura 3.6, A) 0 120
d (Figura 3.7, A) mostraron, al ser transferidos a un ambiente a 20 °C, un
adelantamiento del pico de produccion de etileno con respecto a los controles de los
frutos que nunca se expusieron al frio (Fig. 3.1, A). En éstos tltimos, el pico de etileno
se registrd a los 24 d, mientras que en los frutos previamente sometidos a 40, 80 y 120
d, el pico de etileno se observo luego de 18, 18 y 9 d respectivamente. EI 1-MCP
aplicado después de la conservacion en frio bloque6 en todos los casos la produccién
autocatalitica de etileno.

La firmeza de los frutos control después de 80 d de conservacion en frio
disminuyd rapidamente, cayendo de 11 a 4 N en 18 d, mientras que los frutos tratados
con el 1-MCP se ablandaron a una tasa significativamente menor, de 11 a 6 N en 28 d,
encontrandose en un estado apropiado para su consumo durante todo el transcurso del

experimento (Figura 3.6, B).

Se produjo un descenso extremadamente rapido en la firmeza de los frutos
control después de la conservacion durante 120 d en frio. Después de 5 d de
almacenamiento a 20 + 2 °C los frutos control resultaron severamente deteriorados
(Figura 3.7, B). Por otro lado, los frutos tratados con 1-MCP se ablandaron

gradualmente y se mantuvieron en un estado apropiado para el consumo durante 15 d.

3.3. Experimento 3: Aplicacion doble de 1-MCP despues de 40 y 80
dias de conservacion a 0 °C y posterior almacenamiento a 20 °C.
Evaluacion de la firmeza y de la expresion de los genes KWACSL,
KWACS2 y KWACO1

Cuando el 1-MCP fue administrado dos veces, después de 40 d de conservacion
a 0 °C y luego de 80 d como segunda aplicacion, los kiwis control almacenados a
temperatura ambiente demostraron un aumento de la produccion de etileno en el dia 15
con el posterior pico en el dia 18 (Figura 3.8, A). Los kiwis tratados con 1-MCP
presentaron un nivel de produccién del etileno mas bajo respecto de los frutos control,

aunque en el dia 18 se detectaron niveles de 2,8 ng kg™s™.
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Figura 3.8 Produccion de etileno (A) y firmeza (B) en kiwis conservados a 0 °C
durante 80 d y luego tratados (M) o no (C) con 1-MCP 1 pL L™ después de 40 d y
después de 80 d de conservacion a 0 °C.

Luego de la aplicacion del segundo tratamiento con 1-MCP, los Kiwis se almacenaron a 20 * 2
°C. Los valores representan las medias y las barras los desvios estandar. Cuando las barras no
son visibles, el desvio no excede el tamafno del simbolo. Las letras distintas en una misma fecha
representan diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo a la prueba de Tukey (p
< 0,05). El rectangulo de trazo discontinuo en el grafico (B) incluye los frutos “listos para

consumo” con valores de firmeza de ~4-13 N.
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Los valores de la firmeza en el dia 1 en los frutos tratados con el 1-MCP fueron
mas altos en este experimento (Figura 3.8, B) que en los frutos tratados con una sola
dosis de 1-MCP (Figura 3.6, B). Sin embargo, la tasa del ablandamiento fue similar en
ambos experimentos. De todos modos, los frutos tratados con 1-MCP tuvieron valores
de firmeza mas altos que los frutos control y, durante los 28 d de duracién del
experimento, se mantuvieron en un estado apropiado para el consumo. En cambio, los
frutos control se deterioraron més alla del rango de aptitud para su consumo después del
dia 16 (Figura 3.8, B).

En el mesocarpo de los frutos control, los transcriptos del gen KWACS1 fueron
detectados los dias 1 y 15 (Figura 3.9), pero no se detectaron en el dia 18 en que se
generd la produccion maxima del etileno. En la columela de los frutos control, los
transcriptos de KWACSL1 fueron detectados en los dias 18 y 22. Los niveles de KWACS2
en el mesocarpo y en la columela fueron relativamente bajos en el dia 15, en los frutos
control y en los tratados con 1-MCP. Las acumulaciones de los transcriptos de
KWACOL1 en los frutos control se detectaron en el mesocarpo en el dia 18 y en la
columela en los dias 18 y 22. En los frutos tratados con 1-MCP no se detectaron
acumulaciones de transcriptos de KWACS1 y KWACO1.

Mesocarpo

KWACS1
KWACS2
KWACO1

Actina

C M

C M C M C
Dial Dia 15 Dia 18 Dia 22

<

Columela
KWACS1

KWACS2

KWACO1

- sl A Ctina
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Figura 3.9 Acumulacién de transcriptos de KWACS1, KWACS2 y KWACOL1 en el
mesocarpo y en la columela en los frutos tratados (M) o no (C) con 1-MCP 1 pL L™

después de 40 d y después de 80 d de conservacién a 0 °C.
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3.4. Experimento 4: Obtencidén y analisis de las secuencias de AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1 y Actina

3.4.1. Obtencion y andlisis de la secuencia completa del gen AAdGAL1

3.4.1.1.Secuencia de AdGAL1 y su andlisis bioinformatico

Durante la realizacion de este trabajo de Tesis se obtuvo una secuencia completa
de ADNCc codificante de la enzima B-Gal, de la cual no habia antecedentes publicados
en Kiwi. A la secuencia se le otorgd el nombre AJGAL1 y se publicé en las bases de

datos del GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov), con el nimero de acceso: HQ108111.

La secuencia de nucledtidos de AAGALL contiene 2334 pb en su totalidad, y esta
compuesta por una region 5° no codificante de 27 pb, una region codificante de 2187pb,
y una region 3" no codificante de 120 pb que incluye el extremo poli(A) (Figura 3.10).
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pb M N T M G K 6 9 I w I N G E S I G R H W P E Y K A S
ggtaactgtggcggctgtagctatgctggaatttataccgagaagaagtgcctaagcaattgtggagaggectctcagaga
G N C G G C s Y A G I Y T EZ K K CUL S N C G E A S QO R
tggtaccacgttccacgctcgtggctgaaaccaagtgggaattttctggttgtgtttgaagaattgggtggtgacccaace
w Y H vV P R S w L K P S G N ¥F L V V F E E L G G D P T
gggatttcgtttgttagaagaacaacttgaagtgtctgatgcacttgaaaggaagtgcattgggaagcaatcttgtttgca
G I S F V R R T T *
actgaaattctgcagtgtctttgattcatcgtctttcccaaaaaacgaaaaaagataaaaaaaaaaaaa

Figura 3.10 Secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos de AdGALL.
Las regiones no codificantes estan marcados en cursiva, el codén de inicio y el codon stop estan
coloreados de gris. La secuencia consenso de la familia 35 de glicosil hidrolasas esta indicada

en color turquesa.
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El andlisis de la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos mediante el
programa BLAST mostrd la homologia de AJGAL1 con B-Gal de otros frutos (Cuadro
3.1).

Denominacion  Nombre de la especie Numero de  Nucledtidos ~ Aminoéacidos
del gen acceso (%) (%)
GenBank
TBG4 Lycopersicon esculentum  AF020390 78 80
PpGAL1 Prunus persica EF568777 78 79
CsGAL1 Citrus sinensis AY029198 78 77
JP-GAL Pyrus pyrifolia AB046543 77 76
PcGAL1 Pyrus communis AB086423 77 76
pABG1 Malus x domestica L29451 77 76
BG1 Capsicum annum AY 029226 76 77
PaGAL3 Persea americana AB252828 75 77
pBG(a) Carica papaya FJ859031 75 77
beta-gall Fragaria x ananassa AJ278703 75 76
AV-GAL Persea americana AB061017 75 74
pBG(b) Carica papaya FJ859030 74 76

Cuadro 3.1 Porcentaje de identidad de AAGALL en relacion a las secuencias de genes
codificantes de B-Gal de otros frutos.

El alineamiento se realizé mediante el programa BLAST.

El programa NCBI ORF Finder predijo que la secuencia de AdGAIL1 codifica

para una proteina de 728 aminoacidos (Figura 3.10).

El programa SMART detectd que la secuencia de aminoacidos AdGAI1 contiene
la secuencia consenso de la familia 35 de glicosil hidrolasas: G-G-P-[LIVM](2)-X(2)-
Q-X-E-N-E-[FY], donde X es cualquier aminoacido, [LIVM] y [FY] son componentes
conservados (Figura 3.10). Dicha secuencia consenso se encontrd en otras f-Gal, y su
ubicacién puede observarse en el alineamiento realizado mediante ClustalW de las
secuencias de aminoacidos de AdGAL1 (Actinidia deliciosa), TBG4 (Lycopersicon
esculentum), PpGAL1 (Prunus persica), JP-GAL (Pyrus pyrifolia), CsGAL1 (Citrus
sinensis), PcCGALL1 (Pyrus communis), pABG1 (Malus x domestica) y (Figura 3.11).
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AdGALI [Actinidia deliciosa]-----—-—————————————- MWEMLRIKVLFVCVGLFFLLCCCSVTASVTYDGKAIKINGORRILFSGSI 50
TBG4 [Lycopersicon esculentum]-----------—-————————— MLRTNVLLLLV-ICLLDFFSSVKASVSYDDRATIINGKRKILISGSI 46
PpGALL [Pyrus pyrifolia]-———————————mmmmmmmmmm oo MGVGIQT-MWSILLLFSCIFSAASASVSYDHKAITINGQKRILISGSI 47
CsGAL1[Citrus sinensis]-- -MLGANVKVSMLVLLSFCSWEISFVKASVSYDHKAVIINGQKRILISGSI 48
JP-GAL [Pyrus pyrifolia]-———————————-mmmmmmmmm oo MGVGIQT-MWSILLLFSCIFSAASASVSYDHKAIIINGQKRILISGSI 47
PCGALL [Pyrus COmmunis]—————————=—————————o—————— MGVGIQT-MWSILLLFSCIFSAASASVSYDHKAITINGQKRILISGSI 47
PABGL [Malus x domestical]----—-—-—————————————————- MGVGIQT-MWSILLLFSCIFSAASASVSYDHKAIIINGQKRILISGSI 47
*k ok koK * * ok k *k o kok ok ok
AdGALI [Actinidia deliciosa]---------—- HYPRSTPEMWPGLIQKAKEGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGQYYFEGRYDLVRFIKLAQQAG 110
TBG4 [Lycopersicon esculentum]--------- HYPRSTPQMWPDLIQKAKDGGLDVIETYVFWNGHEPSPGKYNFEGRYDLVRFIKMVQRAG 106
PpGALL [Pyrus pyrifolia] -HYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGKYYFEDRYDLVKFIKLVQQAG 107
CsGAL1[Citrus sinensis]--------------- HYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPTQGNYYFQDRYDLVRFIKLVQQAG 120
JP-GAL [Pyrus pyrifolia]-————=-———-————- HYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGKYYFEDRYDLVKFIKLVQQAG 107
PcGALL [Pyrus communis]--- -HYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGKYYFEDRYDLVKFIKLVQQAG 107
PABGL [Malus x domestica]--------—---—- HYPRSTPEMWPDLIQKAKDGGLDVIQTYVFWNGHEPSPGNYYFEERYDLVKF IKLVQQEG 107

kkkhkkhkKk khkKk khkAkhkkk hhkkhkhk Khkkkhkkkk kK * K ok kkkkk KAk * x

AdGALI [Actinidia deliciosa]----------- LYVHLRIGLYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGIAFRTDNGPFKAAMQKFTEKIVNLMKSEKLE 170
TBG4 [Lycopersicon esculentum]- -~LYVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGMEFRTNNQPFKVAMQGFVQKIVNMMKSENLF 166
PpGALl [Pyrus pyrifolia]l----------—----—- LFVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGIAFRTDNEPFKAAMQKFTEKIVSMMKAEKLFE 167
CsGALL [Citrus sinensis]------—-—---—---- LYVHLRIGPYVCAEWNYGGFPVWLKYVPGIEFRTDNGPFKAAMHKFTEKIVSMMKAEKLE 180

JP-GAL [Pyrus pyrifolial-- —~LFVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGIAFRTDNEPFKAAMQKFTEKIVSMMKAEKLE 167
PcGALL [Pyrus communis]-- -~LFVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGIAFRTDNEPFKAAMQKFTEKIVSMMKAEKLF 167
PABGl [Malus x domestica]--------—----—- LFVNLRIGPYVCAEWNFGGFPVWLKYVPGIAFRTDNEPFKAAMQKFTEKIVSMMKAEKLE 167

kK kkkk KhkhkAKkKkKk KkkkkArkkhhkhk  khkk K KAk Kk K *kk Kk K kK

AdGALI [Actinidia deliciosa]-----—-—--—- ESQECPIIMSOIENEYGPVEWE IGAPGKAY TKWAAEMAVGLDTGVPWIMCKQEDAPDPII 230
TBG4 [Lycopersicon esculentum]--------- ESQGGPIIMAQIENEYGPVEWE IGAPGKAY TKWAAQMAVGLKTGVPWIMCKQEDAPDPVI 226
PpGALL [Pyrus pyrifolia]-——-—-—-—-—---- QTQGGPIILSQIENEEGPVEWE IGAPGKAY TKWAAQMAVGLDTGVPWIMCKQEDAPDPVI 227
CsGAL1[Citrus sinensis]-- -QTQGGPIILSQIENEEGPVEWDIGAPGKAY AKWAAQMAVGLNTGVPWVMCKQDDAPDPVI 240
JP-GAL [Pyrus pyrifolia]-——-—-———-—---- QTQGGPIILSQIENEEGPVEWE IGAPGKAY TKWAAQMAVGLDTGVPWIMCKQEDAPDPVI 227
PcGALL [Pyrus communis]-———-—-———-——--- QSQGGPIILSQIENEEGPVEWE IGAPGKAY TKWAAQMAVGLDTGVPWIMCKQEDAPDPVI 227
PABGL[Malus x domestica]--------—-—-—- QTQGGPIILSQIENEEGPVEWE IGAPGKAY TKWAAQMAVGLDTGVPWIMCKQEDAPDPVI 227
e
AdGALI [Actinidia deliciosa]----------- DTCNGFYCEGFTPNKNYKPKMWTEAWTGWY TEFGGP THNRPVEDLAYSVARFIQNNGSFV 290
TBG4 [Lycopersicon esculentum]--------- DTCNGFYCEGFRPNKPYKPKMWTEVWTGWY TKFGGPIPQRPAEDIAFSVARFVONNGSFF 286
PpGALL [Pyrus pyrifolia] - DTCNGFYCENFKPNKDYKPKMWTEVWTGWY TEFGGAVPTRPAEDVAFSVARFIQSGGSFL 287
CsGAL1[Citrus sinensis]-—-------------- NTCNGFYCEKFVPNONYKPKMWTEAWTGWF TEFGSAVPTRPAEDLVFSVARFIQSGGSFI 300
JP-GAL [Pyrus pyrifolia]-——-—-—-—-—---- DTCNGFYCENFKPNKDYKPKMWTEVWTGWY TEFGGAVPTRPAEDVAFSVARFIQSGGSFL 287
PcGALL [Pyrus communis]-—-—-—-———-——--- DTCNGFYCENFKPNKDYKPKMWTEVWTGWY TEFGGAVPTRPAEDVAFSVARFIQSGGSFL 287
PABG1[Malus x domestica]--------—-—-—- DTCNGFYCENFKPNKDYKPKMWTEVWTGWY TEFGGAVPTRPAEDVAFSVARFIQSGGSFL 287
KRk kkkkk Kk kKA kk kkkk K Rk [P

Figura 3.11 Fragmento de alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de
AdGAL1 (Actinidia deliciosa), TBG4 (Lycopersicon esculentum), PpGAL1 (Prunus
persica), CsGAL1 (Citrus sinensis), JP-GAL (Pyrus pyrifolia), PcGAL1 (Pyrus
communis) y pABG1 (Malus x domestica) mediante el programa ClustalW.

La secuencia consenso de la familia 35 de glicosil hidrolasas esta indicada en color turquesa.

Con asteriscos se sefialan los aminoacidos idénticos.

El analisis bioinformatico de la secuencia de AdGAL1 se realizo utilizando el
programa SignalP que predijo la presencia del péptido sefial y el sitio de clivaje entre
los aminoacidos 27 y 28. El programa TargetP permitié confirmar que el producto final

del gen es secretado.

El programa PeptidMass predijo que el peso molecular de la proteina madura es

de 81,12 kDay el punto isoeléctrico tedrico es de 7,50.

Ademas, el programa SMART demostr0 que AdGALL tiene un dominio
correspondiente a la super familia 42 de glicosil hidrolasas, que se superpone con el

dominio de la familia 35.
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3.4.1.2.Andlisis filogenético de AdGAL1

El andlisis filogenético de la secuencia completa de AJGALL1 se realizé mediante
el programa MEGA 4. La secuencia de aminoacidos de AdGALL, junto con otras 32
secuencias de B-Gal, se alinedé mediante ClustalW y se construyo el arbol filogenético
utilizando el método del llamado “vecino mas cercano”, conocido en inglés como
‘Neighbor Joining’. Se empled la secuencia del gen LACA de Aspergillus niger como
grupo externo — ‘outgroup’ (Figura 3.12).

El método estadistico que estimd las distribuciones por creacion repetida y
analisis de conjuntos de datos artificiales fue el analisis de remuestreo ‘bootstrap’ con
1000 réplicas. Los numeros de acceso del GenBank de las secuencias utilizadas estan
indicados en la Cuadro 4 de la seccion 2.3.24.

El resultado obtenido indico que la secuencia de AAGALL se encuentra apareada
junto con las secuencias PpGAL1 y PpGAL2 de Prunus persica, PpGAL5 de Pyrus
pyrifolia y TBG6 de Solanum lycopersicum armando un grupo fuerte con el nimero de

‘bootstrap’ igual al 100 (Figura 3.12).
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100 — PBG(a) Carica papaya (FJ859031)
10a —rpBG(b) Carica papaya (FJ859030)
81 TBG1 Solanum lycopersicum (AF023847)
TBG3 Solanum lycopersicum (AF154421)
o £ beta-gal3 Fragaria x ananassa (AJ278701)

AV-GAL Persea americana (AB061017)

E‘_ CsGAL1 Citrus sinensis (AY029198)
3 £ PaGAL3 Persea americana (AB252828)
100 — TBG4 Solanum lycopersicum (AF020390)
[ BG1 Capsicum annuum  (AY029226)
100 | PPGAL4 Pyrus pyrifolia  (AB190365)
b PcGAL2 Pyrus communis (AB086424)
i 100|  PcGAL1 Pyrus communis (AB086423)
1001 JP-GAL Pyrus pyrifolia (AB046543)
83l pABG1 Malus x domestica (L29451)
100 :{ AdGAL1 Actinidia deliciosa (HQ108111)
41 PpGAL1 Prunus persica (EF568777)
100 — PpGAL2 Prunus persica (EF568776)
100 PpGALS Pyrus pyrifolia (AB190366)
W: TBG6 Solanum lycopersicum (AF154424)
PpGALY Pyrus pyrifolia (AB190368)
100 PaGAL4 Persea americana (AB252829)
E'jbeta-gam Fragaria x ananassa (AJ278703)

PpGALS8 Pyrus pyrifolia (AB190369)

N

ha

100 PpGAL3 Pyrus pyrifolia (AB190364)
TBG7 Solanum lycopersicum (AF154422)

5 TBG5 Solanum lycopersicum (AF154423)
100 PpGALS Pyrus pyrifolia (AB190367)
100 I— beta-gal2 Fragaria x ananassa (AJ278704)

PaGAL2 Persea americana (AB252827)

5 -| PpGAL2 Pyrus pyrifolia (AB190363)
7

TBG2 Solanum lycopersicum  (AF154420)

LACA Aspergillus niger (L06037)

0z

Figura 3.12 Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos de p-Gal de plantas
construido mediante el programa MEGA 4.

Se utilizé el método ‘Neighbor Joining’ y el analisis de ‘bootstrap’ de 1000 réplicas, donde los
porcentajes de los valores de ‘bootstrap’ se indican sobre de las ramas. La secuencia del gen
LACA de Aspergillus niger se emple6 como ‘outgroup’. El gen AJGAL1 se indica en un
recuadro punteado. Los nimeros de acceso del GenBank de las secuencias utilizadas se sefialan

entre paréntesis.



87

3.4.2. Obtencion y analisis de la secuencia parcial del gen
AJARF/XYL1

Se obtuvo una secuencia parcial codificante de una enzima bifuncional o-Ara/p-
Xil, a partir de un ARNm de un fruto maduro de kiwi, que se denomind AdARF/XYL1.
Es la primera comunicacion de una secuencia codificante de una a-Ara/p-Gal en kiwi.
La secuencia de AJARF/XYL1 se publicé en el GenBank, otorgandosele el nimero de
acceso HQ108113.

La secuencia parcial de AARF/XYL1 contiene 1928 pb, e incluye la regién 3" no
codificante y el extremo poli(A) (Figura 3.13).

gatgaagcaagggcaatgtacaacggaggcatggcggggctgaccttctggagcccaaacgtgaacatat
ttcgagaccctcggtggggeccggggacaagagactcccggtgaagaccccatgttagecggtaactacge
cgccagctacgtcaggggtctacagggaaacgacggtgaacggttgaaggtcgecggectgttgcaagecac
tacacggcatacgacctcgataactggaggggggtcgatcgcttccactttaatgctcgggtaagcaaac
aggacattaaagatacgttcgagataccatttagagagtgcgtgttaggagggaaggtggcgagcgttat
gtgctcttacaaccaggtcaatggcatccccacctgcgctaaccctaaactcecctcaaaggaaccattcecge
ggcagttggcgactcaacgggtacatagtttcggattgtgactcggttggagttttctttgagaatcaac
actatacatcaaaaccagaagaagcagttgcagctgcaattaaagcaggtttggatttggattgtgggec
gttccttgcaatccatactgaggcggccgtaagaaggggactcgtaagccagcttgaaattaactgggece
ttagcaaacacgatgacggcccagatgaggttgggtatgttcgacggcgaaccgtcggecccaccaatacg
gcaacctaggcccaagagacgtgtgcaccccggctcaccaacagctageccttgaagectgctaggcaagg
cattgttctactggagaaccgtgggcgttcacttcctctctcaatcaggcgeccataggacagtagcagta
attgggcccaattctgatgttactgtcacaatgattggaaattacgctggtgttgcatgtggttacacta
cacccctacaaggaattgggaggtacacaaggaccatacaccaagcggggtgcacagatgttcattgcaa
cggaaaccaactatttggtgctgctgaggccgcagcaagacaggctgatgcaactgtcttggtaatggge
cttgaccaatccattgaagccgaattcgtagaccgageccggtceccecttttgeccaggacaccaacaggagce
tagtgtccagagtggccagggcctctagaggcccaaccatcttggtcttgatgtectggtggeccaattga
tgtcacgttcgcaaagaacgatccacgcattagecgctattatttgggttgggtaccctggccaageccgga
ggaactgccatagccgatgttctatttgggaccacaaacccaggaggaaagcttcccatgacatggtacc
cccaaaactatgtaacccatttgccaatgacagatatggccatgagggcagacccagcaagaggctaccce
tggcaggacctacaggttctacagaggcccagttgtcttecccatttggtctgggecctaagectacacaact
tttgcccacaatctggcacatgggcccacattggtctcecgtgectctcaccagectaaaagccaccgcaa
actcaaccatgctgagcaaagctgtgagagtgagccacgcggactgtaatgcactctceccecececctggacgt
acacgtggatgttaaaaacactggatccatggatgggacccacactcttctggtgttcacaagcccacca
gatggaaaatgggccgccagtaagcagctggtgggttttcacaagatccatatagcageccgggtcggaga
cacgggtcagaattgctgttcatgtgtgcaagcacctcagcgttgtggaccggtttgggatccgaagaat
tccactgggtgaacacaagcttcaaatcggtgacctcagccatcacgtctcceccttcaaaccaattcggga
gaaattaaggtttaggggctatcaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 3.13 Secuencia parcial de nucleotidos de AJARF/XYL1 (1928 pb).
El codon stop estd marcado en color gris. La region 3" no codificante y el extremo poli(A) se

indican en cursiva.

El anélisis de la secuencia de nucle6tidos mediante el programa BLASTN
demostré que AdARF/XYL1 tiene homologia con otras a-Ara/p-Xil (Cuadro 3.2), y que

contiene el dominio C terminal de la familia glicosil hidrolasa 3.
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Denominacion Nombre de la especie Numero de acceso Nucleotidos (%)
del gen GenBank

PpARF/XYL Prunus persica AB264280 99
MdARF/XYL1 Malus x domestica GU937612 79
PpARF2 Pyrus pyrifolia AB195230 78

Xyll Fragaria x ananassa AY486104 77

ARF Citrus unshiu AB364643 72

Cuadro 3.2 Porcentaje de identidad de AJARF/XYL1 en relacion a las secuencias de
genes codificantes de a-Ara/p-Xil de otros frutos.

El alineamiento se realizé mediante el programa BLASTN.

3.4.3. Obtencion y analisis de la secuencia parcial del gen AAARF1

Se obtuvo un fragmento de la secuencia putativamente codificante de la enzima
a-Ara, a partir de ARNm de un fruto maduro de kiwi, y se lo denomin6 AdARF1. Es la
primera comunicacion de una secuencia codificante de una a-Ara en Kiwi. La secuencia
de AJARFL1 se publico en el GenBank, otorgandosele el nimero de acceso HQ108110.
La secuencia de nucleotidos de AJARF1 contiene 284 pb (Figura 3.14).

ttcgaggagattaatcacgctggtgctggcgggctatgggectgagecttgtaagcaacggaggttttgaag
ctgggggccctaacgttceccttccaacattgaaccttggtctataattgggaatgagtcatctttgatagt
gtcaacggaccgttcttcatgctttgaccgcaacaaggttgcacttcgaatagaggtgctatgtgatage
caaggtgccggtagctgccctgatggtggtgtaggaatttataatcctgggttectggggcatgaatatceg

agga

Figura 3.14 Secuencia parcial de nucleotidos de AJARF (284 pb).

El anlisis de la secuencia de nucledtidos de AJARF1 mediante el programa

BLASTN demostré su homologia con otras a-Ara (Cuadro 3.3).

Denominacion Nombre de la especie  Numero de acceso Nucleotidos (%)
del gen GenBank

PpARF1 Prunus persica DQ486870 98
PsARF1 Prunus salicina DQ822467 96
AFasel Malus x domestica AY 309436 90
PPARF1 Pyrus pyrifolia AB073311 89

Aral Fragaria x ananassa EF635628 89

Cuadro 3.3 Porcentaje de identidad de AJARF1 en relacién a las secuencias de genes
codificantes de a-Ara de otros frutos.

El alineamiento se realizé mediante el programa BLASTN.
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3.4.4. Obtencion y andlisis de la secuencia parcial del gen AdPL1

Se obtuvo un fragmento de la secuencia putativamente codificante de la enzima
PL, aislada de ARNm de un fruto maduro de kiwi, y se lo denominé AdPL1. Es la
primera comunicacion de una secuencia codificante a una PL en Kkiwi. La secuencia de

AdPL1 se publicé en el GenBank, otorgandosele el nimero de acceso HQ108112.

La secuencia de nuclettidos de AdPL1 contiene 712 pb que incluye la region 3
no codificante y el extremo poli(A) (Figura 3.15).

atacacgattgcaagcaaggggggaatgctatggtgcgggactccccacggcacttcgggtggaggacga
tatcggacggcgacggggtatcgatcttcggcgggacccacgtgtgggtggaccattgctecttgtcaaa
ttgcaatgatgggctgattgatgcaatccatggttcatctgctattaccatctcgaacaattacatgacc
caccatgataaggtcatgctcttggggcacagtgattcatacacccaggacaagaacatgcaagtcacca
tcgccttcaatcactttggggaaggecttgttcaaagaatgccaagatgtaggcatgggtatttccatgt
ggtgaacaatgactacactcactgggaaatgtatgccatcggtggcagtgccgatcccaccattaacagce
caaggaaaccgatatcttgcccctgtcaaccctttcgctaaagaggtaacccatagagttgacggtaatg
gtgtgtggagccactggaattggagatcagaaggagatcttatgctgaatggagecttcttcactgecatce
aggcgcgggcgctgcagcgagctatgccagggecctcgagecttgggggeccaagtectectceccatggtagge
tccattacttctggtgectggecgetecttecgectgeccgaagaggactacagtgttagtctaaagcggaaaagg
aaaaaaaaaa

Figura 3.15 Secuencia parcial de nucleotidos de AdPL1 (710 pb).
El coddn stop esta marcado en color gris. La region 3" no codificante y el extremo poli(A) estan

indicados en cursiva.

El analisis de la secuencia de nucleétidos de AdPL1 mediante el programa
BLASN demostrd su homologia con otras PL (Cuadro 3.4.) y la presencia del dominio

de la familia Pec_lyase C.

Denominacion Nombre de la especie  Numero de acceso Nucleotidos (%)
del gen GenBank

MdPL1 Malus x domestica AY 376878 82

Pm65 Prunus mume AB218786 81
PpPL1 Prunus persica AB264095 81

PL1 Fragaria chiloensis EF441273 79

Cuadro 3.4 Porcentaje de identidad de AdPL1 en relacion a las secuencias de genes
codificantes de PL de otros frutos.

El alineamiento se realiz6 mediante el programa BLASTN.
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3.4.5. Obtencion y andlisis de la secuencia parcial de Actina

Se obtuvo una secuencia de 245 pb codificante para el gen de Actina de fruto de
kiwi (Figura 3.16). Esta secuencia se publico en las bases de datos del GenBank con el
nimero de acceso DQ682826.

tccttcegtecttgaccttgectggeccgtgatctaacagatgececctcatgaagateccttaccgagagaggtta
catgttcaccaccacggccgaacgggaaattgtccgtgacatgaaggaaaaacttgcatatgtcgcactt
gactatgagcaggagctggagacagcaaagagcagctcctcagttgagaagaactatgagctacctgatyg
gtcaggtcatcacaattggagctgagagattccgt

Figura 3.16 Secuencia parcial de nucleotidos de Actina de Kiwi (245 pb).

El anélisis de esta secuencia en el programa BLASTN demostro alta homologia
tanto con la secuencia de actina de Actinidia deliciosa que fue publicada luego del
registro de nuestra secuencia (Figura 3.16) en el GenBank, como también con las

secuencias de actina de otras especies vegetales (Cuadro 3.5).

Denominacion Nombre de la especie  Numero de acceso Nucleétidos (%)
del gen GenBank

Actl Actinidia deliciosa EF063572 97

Act3 Camillia sinensis FJ355923 94

Actl Vitis vinifera AY680701 90

actin Prunus persica AB046952 89

actin Carica papaya AY906938 88

Cuadro 3.5 Porcentaje de identidad de la secuencia de nucleétidos de Actina en
relacion a las secuencias de actina de otros frutos.

El alineamiento se realiz6 mediante programa BLASTN.

3.5. Experimento 5: Evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AJEXP2 durante el

crecimiento y desarrollo de los frutos

A fin de estudiar la expresion de los genes AJGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1,
AdPL1, AdEXP1 y ADEXP2 durante el crecimiento y el desarrollo de los frutos de Kiwi,
se confecciond una curva de crecimiento a partir de las mediciones de peso fresco. La
duracion de la ontogenia del fruto fue de 198 d desde antesis, la cual se subdividié en

cuatro Fases: | — multiplicacion celular, 1l — “plateau” con disminucion de la tasa de
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crecimiento, Il — agrandamiento celular, 1V — maduracién del fruto (Figura 3.17). La
Fase IV de esta figura solo representa el Estadio 1 de maduracion, en que se produce un

ablandamiento inicial lento.
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Figura 3.17 Variacion del peso fresco durante el crecimiento y el desarrollo del Kiwi.

Los puntos representan las medias y las barras verticales los desvios estandar. Cuando las barras
no son visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo. Los niimeros romanos indican las 4
fases de crecimiento: la Fase | — multiplicacion celular, la Fase Il — “plateau” con disminucion
de la tasa de crecimiento, la Fase 11l — agrandamiento celular, y la Fase IV — primera etapa de la

maduracién del fruto. Las flechas indican los dias de muestreos para extraccion de ARNm.

El patron de crecimiento se asemejé a una curva sigmoidea doble (Figura
3.17). En la Fase I, de aproximadamente 40 d de duracion, el peso de los frutos aumentd
rapidamente y alcanzé los 40 g. En la Fase Il disminuyd marcadamente la tasa de
crecimiento puesto que los frutos aumentaron solamente 7-8 g de peso fresco en los
siguientes 41 d. Sin embargo, en la siguiente Fase Ill, donde ocurre un agrandamiento
celular, el aumento de peso fue de 30 g. Finalmente, en la Fase IV, que corresponde al
Estadio 1 de la maduracion, el fruto alcanzd su madurez fisioldgica con el peso final que

fue de aproximadamente 90 g.
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A partir de los 60 d desde antesis, el fruto alcanzé practicamente su tamafio
final, correspondiendo las ganancias posteriores al peso mas que al tamafio, dado que
tanto el largo como el didmetro del fruto experimentaron solamente leves

modificaciones hasta el final de la etapa de crecimiento (Figura 3.18).
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Figura 3.18 Variacion del tamafio de los frutos durante el crecimiento y el desarrollo
del Kiwi.

Los puntos representan las medias y las barras verticales los desvios estandar. Cuando las barras

no son visibles, el desvio no excede el tamafio del simbolo.

La acumulacion de los transcriptos de los genes AAGAL1, AdARF/XYLL,
AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 fue determinada para los dias 5, 17, 31 (Fase 1),
59, 82 (Fase 1), 90, 111, 133 (Fase IlI), y 154, 175 y 196 (Fase IV, Estadio 1) DDA
(Figura 3.19).
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Figura 3.19 Expresion de los genes AAGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1
y ADEXP2 en el mesocarpo durante el crecimiento y desarrollo del Kiwi.

Los muestreos para las extracciones de ARNm se realizaron los dias: 5, 17, 31, 59, 82, 90, 111,
133, 154, 175 y 196, y estan indicados con nimeros arabigos (DDA — dias después de antesis).
Las fases del desarrollo del fruto estdn marcadas con los nimeros romanos. El gen de Actina se

utilizé como un control interno para normalizar las cantidades del molde inicial.

En el mesocarpo se detectaron bajos niveles de transcriptos de AAGALL en los
dias 59, 82 y 175 (Figura 3.19), mientras que en la columela la expresion del gen
AdGALL1 se detecto durante todo el periodo de crecimiento aumentando sus niveles en la

fase de la maduracion (Figura 3.20).

Las acumulaciones de los transcriptos de AJARF/XYL1 y AJARF1 tuvieron un
patrén de expresion similar durante el crecimiento del fruto, en el mesocarpo (Figura
3.19) y en la columela (Figura 3.20), a excepcion de la Fase 1V donde la expresion de
AdARF/XYL1 disminuy6 (Figura 3.20).
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Figura 3.20 Expresion de los genes AAGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1
y ADEXP2 en la columela durante el crecimiento y desarrollo del Kiwi.

Los muestreos para las extracciones de ARNm se realizaron los dias: 31, 59, 82, 90, 111, 133,
154, 175 y 196, y estan indicados con nimeros arabigos (DDA — dias después de antesis). Las
fases del desarrollo del fruto estan marcadas con los nimeros romanos. El gen de Actina se

utilizé como un control interno para normalizar las cantidades del molde inicial.

La expresion del gen AdPL1 fue alta en la Fase I, detectandose en los dias 5,
17 y 31 en el mesocarpo (Figura 3.19) y solamente en el dia 31 en la columela (Figura
3.20). No se evidencio expresion del dicho gen durante las fases posteriores hasta el dia

175, cuando se registro una leve expresion en el mesocarpo (Fase 1V, Estadio 1).

La acumulacion de transcriptos de AdEXP1 se detectd tanto en el mesocarpo
como en la columela, con expresion mayor en la Fase | y en la Fase IV respecto de las
Fases Il 'y Il (Figuras 3.19 y 3.20). EI gen AAEXP2 siguidé un patrén de expresion
similar al de AdEXP1, con la excepcion de que en la columela los transcriptos de

AdEXP?2 se registraron recién en la Fase 1V (Figura 3.20).
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3.6. Experimento 6: Evaluacién de la expresiéon de los genes AAGALL,
AJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 en kiwis
durante el periodo de postcosecha y su vinculacién con los

niveles de firmeza y de produccién de etileno

Para estudiar la expresién de los genes AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1,
AdPL1, AdEXP1 y AJEXP2 durante el periodo de postcosecha, los Kiwis ‘Bruno’ se
cosecharon en el Estadio 2 de maduracién y se almacenaron a 20 + 2 °C. Se efectud un
seguimiento de cambios de la firmeza y de la produccién de etileno de los frutos
almacenados, realizando las mediciones los dias 1, 5, 9, 16, 20 y 23 (Figura 3.21).

80 25
a -+ Firmeza C

70 ¢ —8—Etileno

Firmeza (N)
Produccién de etileno (ng kg1 s?)

Tiempo (dias)

Figura 3.21 Variaciones de firmeza y de produccion de etileno durante el periodo de
almacenamiento de los frutos a 20 = 2 °C después de cosecha en el Estadio 2 de
maduracion.

Los valores representan las medias y las barras el error estandar. Cuando las barras no son
visibles, el error no excede el tamafio del simbolo. Letras distintas representan las diferencias
significativas entre distintos dias para la firmeza (letras minusculas) y para la produccién de

etileno (letras mayusculas), de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

Se detectaron pérdidas de firmeza, primero con una tasa elevada, de alrededor

de 3,3 N d* durante los primeros 15 d (Estadio 2 de maduracién), y luego con una tasa
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reducida, de 1,5 N dia™, durante los siguientes 10 d (Estadio 3 de maduracién). No se
detect6 la produccion del etileno durante los primeros 13 d de almacenamiento, lo que
coincide con el comportamiento normal del kiwi. Recién en el dia 16 se encontraron los
primeros resultados positivos de produccion del etileno enddgeno, con el pico maximo
en el dia 20, y posterior disminucion en el dia 23 cuando los frutos se encontraban ya

sobremaduros (Figura 3.21).

La expresion de los genes AdGAL1, AJARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y
AdEXP2 se analiz6 durante el periodo de postcosecha en el mesocarpo y en la columela
de los frutos de kiwi (Figura 3.22).

Mesocarpo Columela

AdGAL1

AdARF/XYL1

AdARF1

AdPL1

AdEXP1

AdJEXP2

Actina

1 9 16 20 23 Dias 1 9 16 20 23

Figura 3.22 Expresion de los genes AAGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1
y AdEXP2 en el mesocarpo y en la columela durante el periodo de almacenamiento de
los frutos a 20 + 2 °C, después de su cosecha en el Estadio 2 de maduracién.

El gen de Actina se utiliz6 como un control interno para normalizar las cantidades del molde

inicial.

La acumulacion de transcriptos de AAGAL1 se detectd en el mesocarpo recién

en el dia 20, lo que coincide con el pico de produccion de etileno, mientras que en la
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columela se registro la acumulacién de transcriptos de AJGAL1, ademas del dia 20, en

los dias 1 y 23 del ensayo (Figura 3.22).

La expresion del gen AJARF1 no mostrd variaciones de consideracion en ambos
tejidos durante todo el periodo del ensayo. En cambio, los niveles de expresion del gen
AdARF/XYL1 fueron més elevados en los dias 1 y 9, disminuyendo en el dia 23, tanto en

el mesocarpo como en la columela (Figura 3.22).

La acumulacién de transcriptos del gen AdPL1, tanto en el mesocarpo como en
la columela, guarda cierta similitud con la expresion del gen AJGAL1, particularmente
por la coincidencia del pico de expresion en el dia 20 (Figura 3.22), aunque en la
columela la expresion del gen AdPL1 se extiende con menor intensidad a todos los

momentos de muestreo.

La expresion de los genes AdEXP1 y ADEXP2 fue similar en el mesocarpo y en
la columela. Exceptuando el dia 9, se detectd un aumento de sus transcriptos hacia el dia
20, con un maximo en esa fecha, y una disminucién posterior hacia el dia 23 (Figura
3.22).

3.7. Experimento 7: Evaluacion de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AJEXP1 y AJEXP2 en frutos
tratados con etileno y con 1-MCP, y su vinculacion con los

niveles de firmeza

En las primeras 6 h del experimento no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (Figura 3.23). Sin embargo, el ablandamiento de los frutos
tratados con etileno fue notablemente mas rapido y en 48 h la firmeza disminuy6 desde
33 N hasta 10 N (es decir, a la impresionante tasa de casi 0,5 N h™). Los frutos control
se mantuvieron mas firmes con respecto de los frutos tratados con etileno, pero
siguieron un patron de ablandamiento similar, y mostraron diferencias significativas

recién a los 48 h.

El tratamiento con 1-MCP mantuvo la firmeza de los frutos durante el ensayo en
un rango de valores de 33 a 28 N, mostrando diferencias significativas entre los frutos

control y los frutos tratados con etileno, tanto a las 24 como a las 48 h (Figura 3.23).
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Figura 3.23 Efecto del etileno exdgeno y del 1-MCP sobre la firmeza de los frutos.

Los frutos se trataron con etileno 10 uL L™ y con 1-MCP 1 pL L™ mientras que frutos no
tratados se utilizaron como control. Los valores representan las medias y las barras el error
estandar. Cuando las barras no son visibles, el error no excede el tamafio del simbolo. Letras
distintas en una misma fecha representan diferencias significativas entre los tratamientos de

acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

En los frutos tratados con etileno, los niveles de ARNm del gen AdGAL1
aumentaron ligeramente en el término de 3 h, y drasticamente a las 6 h, decreciendo a
las 48 h cuando el fruto alcanzé valores de firmeza de ~11 N (Figura 3.24). En cambio,
no se detectd este aumento en la expresion del gen en los frutos controles y en los
tratados con 1-MCP.

La acumulacion de transcriptos de AAARF1 se produjo en niveles semejantes en
los frutos control, en los frutos tratados con 1-MCP y en los tratados con etileno,
excepto que en los frutos tratados con etileno la expresion del gen disminuy6 a las 48 h.
La expresion del gen AARF/XYL1 se detectd en los frutos de todos tratamientos, igual
al gen AdARF1 (Figura 3.24).
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Figura 3.24 Efecto del etileno exdgeno y del 1-MCP sobre la expresion de los genes
AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 en el mesocarpo de kiwi.

Los numeros arabigos indican los momentos de los muestreos (en horas). El gen de Actina se

utiliz6 como control interno para normalizar las cantidades del molde inicial.

En los frutos tratados con etileno, no se detectd acumulacion de ARNm de
AdPL1 a las 3 y 6 h, aunque el nivel de expresion resultdé manifiesto a las 24 h,
disminuyendo a las 48 h (Figura 3.24). En cambio, no se observo expresion de dicho

gen en frutos controles o en frutos tratados con 1-MCP durante el experimento.

3.8. Experimento 8: Evaluacidn de la expresion de los genes AAGALL,
AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1, AdEXP1 y AdEXP2 en 6rganos

florales y tejidos vegetativos

La expresion del gen AdGALL se detectd en ovarios, pero no en otros 6rganos
florales como pétalos, sépalos, estambres y estilos. Asimismo, se verificd la

acumulacion de transcriptos en hojas jévenes y en raices de plantulas, lo que indica que
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la expresion del gen no es especifica de un solo 6rgano o tipo de érgano (vegetativo o

reproductivo) (Figura 3.25).

AdGAL1

AdARF/XYL1

AdARF1

AdPL1

Figura 3.25 Variacion de la expresion de los genes AGAL1, AJARF/XYL1, AdARF1,
AdPL1, AdEXP1 y AJEXP2 en organos florales (sépalos, pétalos, estilos, estambres,
ovarios), raices y hojas jovenes de plantulas.

El gen de Actina se utiliz6 como un control interno para normalizar las cantidades del molde

inicial.

Los genes AdARF1 y AJARF/XYLL1 se expresaron en todos los tejidos estudiados
sin diferencias marcadas, mientras que la acumulacion de transcriptos del gen AdPL1
fue registrada solo en raices y hojas jovenes. Esto ultimo también sucedid con el gen

AdGALL, pero ademas éste también se expresé en los estilos (Figura 3.25).
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1. Los resultados de la aplicacion de 1-MCP en Kiwi dependen
fuertemente de las caracteristicas de la region de origen de los

frutos

Una miriada de factores de precosecha, tanto ambientales como de manejo,
afecta el crecimiento, el desarrollo y la calidad final de los frutos en general, influyendo
en su textura (Sams, 1999), en su sabor y aroma (Mattheis y Fellman, 1999) y en los
desordenes fisioldgicos que los afectan en postcosecha (Ferguson et al., 1999). En kiwi,
diversos trabajos sefialan la influencia de los factores de precosecha en la calidad, tanto
en referencia a las caracteristicas de la region de cultivo (Okuse y Ryugo, 1981;
Crisosto et al., 1984; MacRae et al., 1989) cuanto al sistema de cultivo en si (Amodio et
al., 2007). Entre las diferencias mas notables registradas entre frutos provenientes de
diferentes huertos se encuentran aquellas relacionadas con diferentes indices, tales como
la concentracion total de almidon, el patron de cambio del almidon en la columela, la
suma de los tres compuestos &cidos principales (citrico, quinico y malico) y las
relaciones azucares/almidon y azucares/acidos (MacRae et al., 1989). Por lo tanto, es
posible que buena parte de la variabilidad en la maduracion que presentan los frutos
luego de aplicarse los diferentes tratamientos de postcosecha se deba a la regién/huerto
de origen de los frutos y al sistema de manejo tecnoldgico usado. En el momento de la
cosecha, los frutos de Baradero y de Mar del Sur tenian similares valores de firmeza y
de solidos solubles. Sin embargo, los frutos de Baradero (Figura 3.2, B) maduraron y se
ablandaron mas rapido que los frutos de Mar del Sur (Figura 3.1, B). La aplicacién del
etileno acort6 la vida atil de los frutos de Baradero de forma mas drastica que en los
frutos de Mar del Sur (Figuras 3.1, B y 3.2, B). Cuando se aplicé el analisis estadistico
para comparar la produccion autocatalitica de etileno de los frutos provenientes de
ambas regiones que fueron tratados con etileno, se encontraron diferencias significativas

(p < 0,05), tanto en el momento de aparicion del pico de etileno cuanto en su magnitud



102

(datos no mostrados). En efecto, los frutos de Baradero manifestaron un pico mas
temprano y una tasa maxima de produccién de etileno mas elevada (comparar Figuras
3.1,Ay32A).

El 1-MCP inhibi6 la produccion de etileno en los frutos de ambas localidades,
pero el tratamiento fue menos efectivo en la prevencion del ablandamiento de los frutos
de Baradero, los cuales alcanzaron un estado apropiado para el consumo en el dia 28
(Figura 3.2, B). EI 1-MCP produjo un aplazamiento en el ablandamiento de los frutos de
Mar del Sur, que alcanzaron al final del experimento un nivel de firmeza de 45 N y que,
por lo tanto, no se encontraban aun aptos para el consumo (Figura 3.1, B). En ensayos
previos, las aplicaciones de 1-MCP 0,5 puL L™ disminuyeron notablemente la tasa de
ablandamiento de los kiwis, que solamente mostraron una caida ligera de la firmeza de
85 a 61,3 N despues de 25 d a 20 °C (Yin et al., 2008). También las condiciones de
precosecha, como la temperatura e iluminacion, pueden provocar diferencias de
composicion y, consecuentemente, modificaciones en la tasa de maduracion y de
ablandamiento, que podrian ser causas de respuestas variables por parte de los kiwis al
1-MCP, tal como se verifico en peras ‘Williams’ (Raffo et al., 2008). De hecho, los
Kiwis expuestos a la luz muestran niveles de firmeza de pulpa mayores que los que se

desarrollan a la sombra (Tavarini et al., 2009).

Esta Tesis demuestra que la localidad de cultivo de la actinidia puede modificar
la eficiencia del 1-MCP en el control de la accion del etileno en frutos ‘Hayward’ y que,
por lo tanto, se pueden esperar distintas respuestas al 1-MCP durante el periodo de
postcosecha. La sensibilidad al 1-MCP o a otras tecnologias de postcosecha puede
variar segun la ubicacién del huerto, vinculandose con las caracteristicas del suelo, las
condiciones meteoroldgicas en la precosecha y/o las practicas que determinan la
constitucion y la calidad de los frutos, produccién del etileno y posterior capacidad de
almacenamiento. Por lo tanto, el uso del 1-MCP y las condiciones de su aplicacion en

Kiwi requieren de un ajuste tecnoldgico por localidad previo a su uso en escala.

En el caso del uso de 1-MCP inmediatamente después de la cosecha, como
sustituto del frio, el ajuste del momento de aplicacion segun la regién debera considerar
cuél es el destino que se desea asignar al kiwi (o sea, el tiempo de almacenamiento antes
del consumo), ya que la aplicacién de 1-MCP es capaz de modificar no solo la tasa de
ablandamiento, sino también las variaciones de otros indices, como el incremento de

solidos solubles, y la disminucién de la acidez, del contenido de almidon y de amilosa,
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que suelen acelerarse al percibir el fruto la presencia de etileno (Matsumoto et al.,
1983).

4.2. El 1-MCP es un inhibidor capaz de retardar la pérdida de firmeza
del kiwi, ain después de largos periodos de conservacion en frio

y en estados de ablandamiento avanzados

El kiwi muestra un comportamiento particular: (a) manifiesta un patron
climatérico de produccion del etileno ostensible a 20 °C —que suele coincidir con el pico
respiratorio (Pratt y Reid, 1974)—, pero no a temperaturas de 10 °C o inferiores (Antunes
et al., 2000), aunque algunos autores ha detectado picos de produccién de etileno de
muy escasa magnitud (menores a 0,6 L L™) en kiwis ‘Hayward’ a 0 °C transcurridos
90 d 0 mas de exposicion al frio (Chiaramonti y Barboni, 2010); (b) se ablanda en gran
medida en ausencia de aumentos significativos en la produccion autocatalitica de
etileno, y el pico de sintesis del etileno a 20 °C se produce cuando los frutos ya han
alcanzado o sobrepasado un nivel de firmeza apropiado para el consumo (Arpaia et al.,
1994; Kim et al., 1999; Ritenour et al., 1999; Boquete et al., 2004; Yin et al., 2008;
Figuras 3.1, 3.2, 3.4, 3.6-8); (c) es extremadamente sensible al etileno y concentraciones
de este regulador de 0,1 pL L™ (McDonald y Harman, 1982) o incluso menores
(Saltveit, 1999) son suficientes para inducir la maduracion precoz y desencadenar un
ablandamiento masivo del fruto, lo cual impediria su conservacion o almacenamiento
prolongados y una vida atil acorde con los requerimientos comerciales; (d) es capaz de
percibir la presencia de etileno mucho antes del inicio de su sintesis autocatalitica
(Whittaker et al., 1997; Antunes et al., 2000; Yin et al, 2008), aunque la capacidad para
percibir el propileno —un compuesto analogo del etileno— parece disminuir con el
avance de la maduracién en Actinidia chinensis (Mworia et al., 2010); y (e) mantiene el

alto grado de sensibilidad al etileno incluso a temperaturas bajas (Yin et al., 2009).

Entre las practicas comerciales que disminuyen drasticamente la tasa
respiratoria, la sintesis de etileno, la deshidratacién y el ablandamiento del kiwi se
encuentra, en primer término, el manejo adecuado de la temperatura, con un rango
recomendado de 0-2 °C (Kader, 2002). Ninguna tecnologia ha podido reemplazar las
ventajas que otorgan las bajas temperaturas en la conservacion del kiwi a mediano y

largo plazo. Sin embargo, se considera que la aplicacién de otras tecnologias puede
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suplementar ventajosamente al uso de la refrigeracion. El Kiwi tiene una excelente
capacidad de respuesta a las atmdsferas controladas, que involucren O, 1 kPa 'y CO, 7
kPa (Mir y Beaudry, 2002), ya que pueden reducir tanto la tasa de ablandamiento cuanto
la incidencia de ataque de Botrytis cinerea. No obstante, existe poco o ningin beneficio
si el retraso en el establecimiento de las atmdsferas controladas supera los 7-10 d.
Ademas, la utilizacion de esta tecnologia no es posible en todos los niveles de
comercializacion. Otras tecnologias alternativas, como la exposicion de los kiwis a altas
temperaturas (Antunes y Sfakiotakis, 2000) y a radiacion UV-C (Bal y Kok, 2009)
producen retrasos significativos en la pérdida de firmeza, pero son de dificil aplicacion a
nivel operativo en plantas de empaque de kiwi. De alli proviene la busqueda de
tecnologias alternativas, tales como la aplicacion de 1-MCP, en orden a la reduccion de
las pérdidas cualitativas y cuantitativas durante la conservacion a bajas temperaturas y

el posterior almacenamiento a temperatura ambiente hasta su venta.

Koukounaras y Sfakiotakis (2007) demostraron que la aplicacion del 1-MCP
antes del almacenamiento en frio retrasa el ablandamiento hasta 14 d durante la vida util
del fruto a 20 °C, a posteriori de un almacenamiento en frio de duracion corta (4
semanas) 0 mediana (10 semanas). Por otra parte, los kiwis cosechados y tratados con
1-MCP 1 pL L™ durante 20 h a 20 °C, y luego almacenados durante 3 meses a 0 °C,
mostraron una mejor conservacion, aunque el efecto se perdio al trozarse (Antunes et
al., 2010). Boquete et al. (2004) brindaron evidencia de que los frutos tratados a 0 °C
con 1-MCP 0,5 uL L™ después de 30 d de conservacion en frio y luego transferidos a 20
°C, se ablandan a una tasa menor durante el almacenamiento posterior a 20 °C que los
frutos no tratados. Sin embargo, el periodo de tiempo en que los kiwis pueden ser
conservados a bajas temperaturas y todavia responder satisfactoriamente al 1-MCP no
era clara, ya que otros trabajos sefialaban la ausencia del respuesta de los frutos al 1-

MCP luego de un periodo de conservacion a 0 °C (Kim et al., 2001).

En este trabajo de Tesis se demostrd que el 1-MCP, aplicado inmediatamente
antes de la salida de los frutos de un periodo de conservacion en frio (0 °C) corto (40 d),
mediano (80 d) o largo (120 d) resulta efectivo para retrasar el ablandamiento, aunque la
eficiencia del 1-MCP en el retardo de la pérdida de la firmeza disminuye con el
aumento de la duracién del periodo de conservacion en frio. Sin embargo, el 1-MCP
puede resultar un muy buen complemento de las bajas temperaturas, dado que tiene la

capacidad de extender la vida util del kiwi dentro de los limites de aceptacion por parte
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del consumidor. Por ejemplo, los kiwis expuestos a 80 d de frio (0 °C) y posteriormente
tratados con 1-MCP antes de ser transferidos a 20 °C, se ablandaron gradualmente y
estuvieron “listos para su consumo” durante 28 d de vida util del fruto (Figura 3.6, B).
Existen evidencias adicionales que sostienen el hecho de que la supresion de la
percepcion del etileno retrasa el progreso del ablandamiento en kiwis “Hayward” en
diferentes estadios de la maduracion. La exposicion de Kkiwis recién trozados
(minimamente procesados) parcialmente maduros (15-20 N) a 1-MCP 1 uL L™ durante
6 h a 10 °C produjo un descenso efectivo en su tasa de ablandamiento durante su
conservacion posterior de 7 d a 5 °C, ya fuera que el 1-MCP se aplicara antes o después
del procesamiento (Vilas-Boas y Kader, 2007). Los kiwis demuestran una buena
respuesta al 1-MCP, aln en etapas avanzadas de ablandamiento, bajo condiciones de
frio (Boquete et al., 2004; Koukounaras y Sfakiotakis, 2007; Vilas-Boas y Kader, 2007).
Sin embargo, en experimentos desarrollados en otros laboratorios, el 1-MCP también
fue aplicado luego de un periodo prolongado de conservacion en frio y posterior
extraccion a 20 °C, sin resultados positivos (Kim et al., 2001). En esta Tesis, los kiwis
se conservaron durante un periodo corto (40 d), mediano (80 d) o largo (120 d) en frio,
aplicandose el 1-MCP antes de pasar los frutos a 20 °C para su posterior ablandamiento.
Esta modificacion en la metodologia puede explicar las diferencias entre los resultados
obtenidos en esta Tesis y los de Kim et al. (2001), ya que la aplicacion del 1-MCP a 20
°C propuesta por Kim et al. (2001) posibilitaria un avance sustantivo en el proceso de
ablandamiento antes de que el 1-MCP pudiese bloquear los receptores del etileno. La
justificacion precedente resulta respaldada por los recientes resultados de Mworia et al.
(2010), quienes observaron que el inicio de la sintesis autocatalitica de etileno inducido
por propileno en Actinidia chinensis no resulta inhibido por 1-MCP 1 pL L7,
requiriéndose dosis de 5-100 pL L™ para reducir en forma efectiva la sintesis de etileno
en los dias sucesivos. Alternativamente, el grado de la respuesta al 1-MCP también
puede variar segun las caracteristicas del lugar de origen de fruto, tal como se trat en la
seccién anterior. Como bien sefialan diferentes autores, el kiwi puede almacenarse a 0
°C por hasta 4-6 meses (Lurie, 2002; Ferguson, 2008), sin aplicacién de otras
tecnologias complementarias que no sean las que evitan la contaminacién de etileno. En
el caso de esta Tesis, luego de 80-120 dias de almacenamiento, los valores de firmeza
de los kiwis del ensayo se encontraron por debajo de los limites aceptables para
transporte (>50 N) y comercializacién (>30 N), aunque no por debajo de limites

aceptables para el consumo. Esto podria atribuirse a una hipotética contaminacion con
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etileno o0 a situaciones de precosecha que predispongan a una tasa de ablandamiento
mas elevada (por ejemplo, excesivas precipitaciones). Contrariamente a resultar
censurable, esto facilito la corroboracion de la Hipotesis 1, al asegurar que el 1-MCP es
capaz de disminuir la tasa de ablandamiento, ain con niveles de firmeza tan bajos (<15
N). De alli que las conclusiones sobre la utilidad del 1-MCP en kiwis con niveles de

firmeza apropiados para el transporte o comercializacion también resulten solidas.

Las condiciones de aplicacion del 1-MCP limitan frecuentemente la eficiencia
del tratamiento. EI 1-MCP suele ser mas efectivo cuando se aplica a frutos a
temperatura ambiente que a bajas temperaturas y, por lo tanto, comenzo por aplicarse a
20-25 °C en la mayoria de los experimentos efectuados en laboratorio (revisado por
Sozzi y Beaudry, 2007). Sin embargo, esto se considera muy poco practico a nivel
comercial, ya que los frutos requieren ser ubicados lo antes posible en condiciones
térmicas Optimas para su conservacion. Asi, las cajas u otros envases conteniendo los
frutos comienzan a enfriarse al tiempo que se llenan las cdmaras frigorificas —operacion
que demanda varios dias—, antes de que el tratamiento con 1-MCP pueda tener lugar.
Por esa razon, las investigaciones mas recientes tienen en consideracion estos
requerimientos y los ensayos son realizados utilizando frutos refrigerados. Solo los
frutos de algunas especies muestran respuestas satisfactorias al 1-MCP a 0 °C, entre
ellos las manzanas (Watkins y Nock, 2005), las paltas (Woolf, 2005), las peras europeas
(Calvo y Sozzi, 2004), los kakis (Salvador et al., 2004), las ciruelas europeas (Lippert y
Blanke, 2004) y japonesas (Menniti et al., 2006), y las granadas (Defilippi et al., 2006).
El trabajo de Boquete et al. (2004) y los resultados de esta Tesis demuestran sin dudas

que el kiwi se cuenta entre los frutos que responden favorablemente al 1-MCP a 0 °C.

Por otra parte, los frutos climatéricos cosechados tardiamente suelen mostrar una
respuesta menor y, a menudo, una ausencia de respuesta al 1-MCP. Tales son los casos
de las manzanas (Watkins et al., 2000; Mir et al., 2001), los damascos (Fan et al., 2000),
las bananas (Harris et al., 2000), los kakis (Kurahashi et al., 2005; Salvador et al., 2006)
y las ciruelas (Valero et al., 2003). Asimismo, si el fruto climatérico madura separado
de la planta, el 1-MCP se torna inefectivo en la mayoria de los casos al aplicarse en
postcosecha en estados de maduracion relativamente avanzados. EI tomate constituye
un ejemplo en contrario ya que el 1-MCP es capaz de disminuir la tasa de
ablandamiento del fruto en diferentes estados de maduracion (Hoeberichts et al., 2002),

y la aplicacién de este regulador es capaz de extender la vida en postcosecha del fruto,
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aun siendo aplicado cuando el fruto alcanzé el estado maduro (Wills y Ku, 2002). Otro
modelo bien estudiado es el de las peras ‘Bartlett’, cuyo ablandamiento no se ve
afectado por la aplicacion de 1-MCP si los frutos se cosecharon con 58 N 0 menos
(Villalobos-Acufia y Mitcham, 2008), o si se aplica 1-MCP luego de mas de 3 semanas
de exposicion a 0 °C (Trinchero et al., 2004). En esta Tesis se puso en evidencia que el
Kiwi resulta un caso excepcional, por cuanto es capaz de responder a la exposicion al 1-

MCP, aln transcurridos largos periodos (4 meses) de exposicion al frio.

Los consumidores realizan su primera compra de Kiwis seglin su apariencia
(ausencia de deshidratacién y de ataque de agentes patdgenos) y su firmeza al tacto. Sin
embargo, la satisfaccion del consumidor y la reiteracion de la compra de este producto
dependen de su sabor, que se valora mayormente a través de la concentracién de los
solidos solubles y de la relacion entre los sdlidos solubles y la acidez titulable (Crisosto
y Crisosto, 2001). Por el contrario, los productores, acopiadores y mayoristas tienen
como prioridad el almacenamiento prolongado y la vida util, junto con la apariencia y
con otros signos de calidad. De hecho, las operaciones de clasificacion, embalaje,
transporte y almacenamiento requieren cierto grado de resistencia por parte del kiwi
para evitar los dafios mecanicos. EI umbral de 18 N es la firmeza minima requerida para
evitar los dafios fisicos durante la manipulacion después de la cosecha, cuando los
frutos son transportados a los mercados (Crisosto et al., 1997). Los kiwis con firmeza
entre 13 y 18 N se consideran “listos para la compra”, lo cual es percibido por el
comprador ya que los frutos comienzan a ceder a la presion al tacto. Finalmente, los
frutos con firmeza entre 4 y 13 N se consideran usualmente “listos para el consumo”
segun diferentes criterios de firmeza establecidos anteriormente (Stec et al., 1989;
Crisosto y Crisosto, 2001) aunque los frutos ubicados en el rango de 8-10 N pueden ser
considerados éptimos para la aceptacion por parte del consumidor. El desarrollo de
nuevos protocolos de conservacion de los Kiwis después de su cosecha deberia
enfocarse tanto en la importancia del retraso del ablandamiento y la prolongacion de la
vida de los frutos después de la cosecha, como en la garantia de un buen sabor y textura,
que son razones primarias de conformidad por parte del consumidor. Dado que el Kiwi
contina incrementado su contenido en solidos solubles y azlcares reductores durante la
conservacion a 0 °C (Manolopoulou y Papadopoulou, 1998), una interrupcion
prematura de la maduracion por aplicacion de 1-MCP podria afectar los valores finales

de estos indices, tan importantes para la aceptacién del producto por parte del



108

consumidor. La aplicacion tardia del 1-MCP, inmediatamente antes de la salida de la
camara de frio —tal la propuesta original de esta Tesis— permite el retardo de la etapa
final del ablandamiento, etapa a la que se arriba cuando el fruto ya ha sobrepasado los
niveles minimos de sélidos solubles que aseguran su calidad (Crisosto y Crisosto,
2001).

4.3. El 1-MCP produce un bloqueo en la expresiéon de los genes
KWACS1 y KWACO1 de kiwi

Los kiwis ‘Hayward” sin tratamiento alguno muestran un tipico comportamiento
climatérico al ser almacenados a 20 °C en aire libre de etileno o propileno, con un inicio
de la sintesis autocatalitica de etileno aproximadamente 19 d después de la cosecha
(Arpaia et al., 1994; Antunes et al., 2000) aunque el tiempo del inicio puede depender
de la localizacion del huerto (Figura 3.1 y 3.2, A). Los frutos control de Mar del Sur,
colocados a 20 °C, llegaron a la produccion maxima de etileno en el dia 24 después de
cosecha (Figura 3.1, B), con la expresion concurrente de los genes KWACS1 y

KWACOQO1, tanto en el mesocarpo externo como en la columela (Figura 3.3).

Los trabajos previos mostraron un incremento en la acumulacion de transcriptos
de KWACS1 y KWACOL durante la maduracion del kiwi (Whittaker et al., 1997; Xu et
al., 2000). En esta Tesis, el momento de la transcripcion de KWACS1 y KWACO1
correlaciond con el correspondiente pico de produccion de etileno, tanto en los frutos
control como en los frutos tratados con etileno (Figura 3.1, Ay 3.3). La asociacion de la
expresion de los genes con la produccion del etileno fue confirmada mediante los
tratamientos con 1-MCP. La acumulacion de los transcriptos de KWACS1 y KWACO1
fue totalmente inhibida por el 1-MCP (Figura 3.3), tanto en el mesocarpo externo como
en la columela y, en correspondencia, la produccién de etileno a 20 °C fue
practicamente nula durante todo el periodo del experimento (Figura 3.1, A). Estos
resultados condicen con los obtenidos por Yin et al. (2008) quienes no detectaron
produccidn del etileno en los frutos tratados con 1-MCP, aln después de 25 d. Mientras
que el etileno exdgeno incrementa y el 1-MCP claramente inhibe la transcripcion de los
genes KWACS1 y KWACO1 en kiwi, independientemente del tejido considerado, la
expresion del gen KWACS2 no mostrd una clara respuesta al etileno y al 1-MCP

(Figuras 3.3, 3.5y 3.9). En tomates en estado virado y rosado tratados con 1-MCP, la
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reduccion en la produccion de etileno fue acompariada en gran medida por la inhibicion
de la acumulacion de transcriptos de los genes LE-ACS2, LE-ACS4, LE-ACOl y LE-
ACO4, en tanto que otros varios genes codificantes de ACS no fueron afectados
(Nakatsuka et al., 1998).

La exposicion de los kiwis a la temperatura 6ptima de conservacién (0 °C)
durante 40, 80 o 120 d produjo, desde el momento de transferencia de los frutos a 20
°C, un adelanto del pico de produccién de etileno y una aceleracion del ablandamiento
(Figuras 3.4, 3.6 y 3.7, Ay B) en comparacion con los frutos almacenados Unicamente a
20 °C luego de la cosecha (Figuras 3.1, A y B). Antunes y Sfakiotakis (2002)
encontraron que este adelanto de la produccion del etileno en kiwis es debido al
aumento de la actividad de las enzimas ACO y ACS al retornar el fruto a temperatura
ambiente. Nuestros resultados indicaron que la exposicion de los frutos a 0 °C durante
40 d adelanta posteriormente el pico de produccion de etileno (dia 18 a 20 °C), con el
aumento concomitante de la acumulacion de transcriptos de KWACS1 en el mesocarpo
externo (dias 15 y 18) y en la columela (dias 18 y 22), y del gen KWACO en ambos
tejidos en el dia 18 (Figura 3.5). Ademas, esta Tesis demuestra que el 1-MCP inhibe
totalmente o disminuye drasticamente la produccion de etileno durante la vida util de
los kiwis almacenados a 20 °C, siempre y cuando se aplique inmediatamente antes de la
salida de camara fria a 0 °C (Figuras 3.4, 3.6 y 3.7, A). La exposicion a condiciones de
frio durante 40 d no disminuyé la eficacia del 1-MCP de inhibir la acumulacion de

transcriptos de KWACS1 y KWACOL1 durante el tiempo de desarrollo del ensayo.

Los resultados de esta Tesis referidos a la inhibicion de la acumulacion de
ARNmM de KWACS1 y KWACO1 por el 1-MCP en Actinidia deliciosa ‘Hayward’
sugieren la existencia de una regulacion positiva de la produccion del etileno, en
concordancia con el supuesto de que la biosintesis de etileno y la expresion de los genes
asociados a este proceso estan bajo la regulaciéon del Sistema 2 caracterizado por una
retroalimentacion positiva (Whittaker et al., 1997; Xu et al., 1998). Del mismo modo,
Mworia et al. (2010) observaron en Actinidia chinensis ‘Sanuki Gold’ la inhibicion por
1-MCP de la expresion de AC-ACS1, AC-ACO1 y AC-ACO2 en frutos previamente
inducidos por presencia de propileno. Por otra parte, la expresién del gen KWACS2 no
demostro una respuesta clara al 1-MCP. En los frutos de muchas especies, entre ellas el
tomate, las actividades de ACS y ACO demostraron estar relacionadas con los niveles

de transcripcion de familias multigénicas, cuyos miembros son regulados
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diferencialmente (Nakatsuka et al., 1998). Este podria ser el caso del fruto de Actinidia
deliciosa, en el cual se expresan al menos dos genes codificantes de ACS (esta Tesis), y
de Actinidia chinensis, donde se detecto la expresion de al menos dos genes codificantes
de ACO (Mworia et al., 2010).

Los datos publicados recientemente sobre genes asociados con la ruta de
sefializacion del etileno en kiwi probaron la existencia de una serie de cambios de la
expresion génica durante la maduracién y en respuesta a la exposicién al 1-MCP (Yin et
al., 2008) y al frio (Yin et al., 2009). EI 1-MCP tiene otros efectos ademas de bloquear
fuertemente los incrementos en los niveles de transcriptos de KWACS1 y KWACO1, ya
que es capaz de inhibir la respuesta al etileno de ciertos componentes de la ruta de
transduccion de sefiales del etileno. Segin Yin et al (2008), solamente los niveles de
transcriptos de AJETR2 y AACTR1 son transitoriamente regulados de forma negativa
por el 1-MCP en tanto que, llamativamente, este inhibidor de la accién del etileno no
tiene efecto alguno sobre la expresion de los genes codificantes de receptores en la
columela. AAERS1b, identificado por Yin et al. (2008) como un gen codificante de un
receptor posiblemente relacionado con el ablandamiento del kiwi, no demuestra una
respuesta al etileno y mantiene niveles de expresion relativamente altos en los frutos
tratados con 1-MCP, por lo cual podria interpretarse como un gen cuya expresion se
vincula al ablandamiento de forma independiente a la percepcion del etileno. Por otra
parte, la expresion de la mayoria de los AJERFs resulté ser mayor durante el desarrollo
temprano del fruto, con excepcion de la de AJERF3, que se incrementd durante la
maduracion. Varios AAERFs podrian ser regulados por el etileno, ya que el tratamiento
con 1-MCP inhibi6 sustancialmente los incrementos en los niveles de transcriptos de
AdERF4, AJERF6, AdERF10 y AdERF14 hacia el final del periodo de maduracion, y
también inhibi6 la disminucién en AdERF3 y AdERF13 (Yin et al., 2010). La supresion
de la sintesis de ACO mediante técnicas antisentido ratifico los resultados obtenidos
mediante el uso de 1-MCP (Yin et al., 2010). AdEIL2, AdEIL3 y AdEIL4 también
mostraron respuestas al etileno, en diferentes grados. AJEIL2 y AdEIL3 actuaron como
activadores induciendo los promotores de AJACO1 y AAXETS5 (Yin et al., 2010), éste
altimo codificante de la enzima xiloglucano endotransglicosilasa. Es evidente que el 1-
MCP es capaz de actuar a diferentes niveles de la cascada de sefiales que inhibe a
posteriori la transcripcion de KWACS1 y KWACO1 (Figuras 3.3, 3.5 y 3.9), aunque aun
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no se haya dilucidado cudl/es es/son el/los punto/s criticos cuyo bloqueo por parte del 1-

MCP justifica su efectividad sorprendente a nivel tecnoldgico.

4.4. Anadlisis de secuencia in silico del gen AdGAL1

En esta Tesis se obtuvo una secuencia completa ADNc codificante de B-Gal de
un fruto maduro mediante la técnica de RT-PCR y fue designada AdGAL1 (Numero de
acceso del GenBank: HQ108111). El analisis de la secuencia de nucle6tidos mediante
Blast demostré homologia de AdGAL1 con B-Gal de otros frutos: 79% con el clon SP26
de mango (AF004812), 78% con el clon TBG4 de tomate (AF020390), 77% con el clon
PpGAL1 de Pyrus pyrifolia (AB046543), 76% con el clon PpGAL4 de Pyrus pyrifolia
(AB190365), 75% con el clon pBG(a) de Carica papaya (FJ859031), con una cobertura
en el rango entre 84 y 96%.

El programa NCBI ORF Finder predijo que la secuencia de AdGAI1 codifica una
proteina de 728 amino&cidos. El programa SignalP predijo la presencia del péptido
sefial en N terminal, con el sitio de clivaje entre los restos 27 y 28. AJGAL1 contiene el
sitio activo y un dominio conservado de la familia 35 de glicosil hidrolasas, que se
superpone con el dominio de la superfamilia 42 de glicosil hidrolasas. El ‘valor ¢’
(‘expectation value’) del dominio correspondiente a la familia 35 es sumamente bajo
(1.00 e y, por lo tanto, su resultado es altamente significativo (programa SMART).
La proteina madura posee un PM de 81,12 kDa y un pl teorico de 7,5, segin la
prediccion del programa PeptideMass. EI PM predicho (81 kDa) no coincide
exactamente con el PM de ninguna de las formas de B-Gal obtenidas de Kiwi,
purificadas por electroforesis en geles de poliacrilamida, o por separacién por tamiz
molecular, en un trabajo anterior (Ross et al., 1993). El pl es similar al de una de las
formas minoritarias de B-Gal. Existen diversas explicaciones posibles, entre ellas, la
existencia de diversas isoformas de la misma enzima, dificultades técnicas para la
extraccion, purificacion y determinacién de la enzima cuyo gen se clond en esta Tesis,
cierto margen de inexactitud de los métodos de determinacién de PM vy de pl de las
proteinas, posibles bloqueos a nivel de traduccion o activacion de la enzima en el estado

del fruto en que fue extraida, inactivacion de la enzima in vitro pero no in vivo, etc.

El programa SMART demostrd que AdGAIL tiene un sitio activo de la secuencia
consenso de la familia de glicosilo hidrolasas 35: G-G-P-[LIVM](2)-x(2)-Q-x-E-N-E-
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[FY], donde X es cualquier amino&cido, [LIVM] y [FY] son componentes conservados
(Figuras 3.10; Henrissat, 1998). La presencia de este dominio conservado se encuentra
tanto en procariotas como en eucariotas. En las plantas superiores fue detectado en [3-
Gal de Arabidopsis (Gantulga et al., 2009), tomate (Smith y Gross, 2000), palta
(Tateishi et al., 2007) y naranja (Wu y Burns, 2004).

4.5. La expresion génica de AdGAL1, AdARF/XYL1, AdARF1, AdPL1,
AdEXP1 y AdEXP2 durante la ontogenia del kiwi puede

vincularse con los cambios que se producen en la pared celular

El desarrollo del fruto, medido en términos de acumulacion de peso fresco
(Figura 3.17) manifesto un patron similar al de una curva sigmoidea doble, en
concordancia con mediciones anteriores (Sozzi, 2007a), aunque con una Fase | de
division y expansion celular inicial mucho mas breve y una Fase Il de crecimiento
reducido de mayor duracién, lo que condicioné en parte el peso final de los frutos. Esto
probablemente se deba a las diferencias en las condiciones meteoroldgicas imperantes.
En efecto, las mediciones de esta Tesis se efectuaron en condiciones de déficit hidrico
moderado, en el marco de un verano célido, mientras que no se produjo déficit hidrico
en la campafia 2004-2005 informada previamente (Sozzi, 2007a). Existe evidencia de
que las condiciones de déficit hidrico, acompafadas por veranos calidos y otofios frios,
favorecen ciclos de crecimiento de los kiwis mas breves y una maduracion mas
temprana de los mismos, en comparacion con situaciones de buena dotacion hidrica y
condiciones calidas durante todo el ciclo (Salinger et al., 1993). Este hecho resulta
importante por cuanto el tiempo, medido como el nimero de dias después de antesis, en
que se produce la acumulacion de transcriptos de cada gen objeto de estudio no ha de
considerarse en forma absoluta, sino mas bien en vinculacion con la fase del

crecimiento en que se registra.

Las paredes celulares son compartimentos complejos y dinamicos que
constituyen la base de las propiedades sensoriales de un fruto (no sélo de la firmeza,
sino también del sabor y aroma), y el sostén de diversos procesos metabolicos del
desarrollo celular, y del crecimiento y senescencia de los 6rganos. En el marco del
estudio de las paredes celulares y sus cambios relacionados con los mecanismos de

ablandamiento de los frutos, se conocieron muchos de los polisacaridos componentes de
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la pared celular y, al mismo tiempo, se elaboraron y refinaron modelos esquematicos de
su estructura que pudieran explicar cdmo los polimeros de las paredes celulares se
vinculan entre si para generar las propiedades texturales que caracterizan a los frutos en
cada etapa. Sin embargo, estos modelos son —hasta nuestros dias— genéricos, y su
objetivo —por cierto excesivamente amplio y general- no es otro que comprender “la
pared celular vegetal”, como si cualquiera de los modelos fuese aplicable a las paredes
celulares de todas las especies y 6rganos. Resulta cada vez mas evidente: (1) que los
polisacéridos que componen las paredes celulares son muy diversos en términos de sus
estructuras; (2) que esas estructuras estan reguladas por el desarrollo; (3) que las
paredes celulares de un érgano no estan compuestas por las mismas configuraciones de
polisacaridos y que, a menudo, existen diferentes topologias dentro de la pared celular
de una misma ceélula; (4) que los genes codificantes de enzimas de la pared celular
suelen manifestarse como familias, cuyos miembros: a) presentan habitualmente
regulaciones variadas segun la especie, b) dan lugar a fendbmenos de redundancia
funcional, o c¢) codifican para enzimas con diferentes sustratos como blancos de ataque
y distintos tiempos ontogénicos de actividad y; (5) que la presencia de las enzimas
activas no asegura su acceso a sus sustratos especificos, o siquiera la existencia de un
sustrato especifico (ver revisiones generales de Sozzi, 2004; Harris, 2005; Vicente et al.,
2007; Bennett y Labavitch, 2008; Goulao y Oliveira, 2008; Knox, 2008; ver ademas
trabajos particulares recientes de Verhertbruggen et al., 2009; Li et al., 2010; Marcus et
al., 2010). Los analisis bioguimicos, la clonacion de genes y el estudio de su expresion
en cada especie y drgano individual constituyen caminos trabajosos pero eficientes para
obtener informacion sobre las —a menudo— “familias” de genes involucradas en la

modificacion de los componentes de la pared celular de cada érgano y especie.

En esta Tesis se evaluaron por primera vez las expresiones de genes
putativamente codificantes de B-Gal, a-Ara/B-Xil, a-Ara, PL y dos EXP en Kiwi, tanto
en mesocarpo externo como en columela a lo largo de toda la ontogenia de los frutos. Si
bien las expresiones de cada uno de los genes estudiados tuvieron cierta similitud en
mesocarpo externo y en columela, mostraron también diferencias de interés entre

tejidos.
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4.5.1. Expresion de AdGAL1 durante la ontogenia

La maduracién de muchos frutos esta frecuentemente acompafiada por la
solubilizacion de los polisacaridos pécticos de la pared celular primaria y por la pérdida
de galactosa de las cadenas laterales de los polimeros (Brummell, 2006). Los dos
procesos suelen ocurrir en forma simultanea durante el ablandamiento, pero no es
seguro que la remocion de los restos de galactosa de las cadenas laterales de los
polisacaridos pécticos sea imprescindible para su solubilizacién en todos los frutos. En
el kiwi, se registran varios hechos particulares al respecto:

1) La galactosa es el aztcar neutro predominante en la pared celular (Redgwell
et al., 1997b). La sintesis e incorporacion de nuevos componentes a la pared celular se
produce durante toda la ontogenia del kiwi; sin embargo, si bien las modificaciones en
la pared celular involucran claramente procesos de sintesis durante los tres primeros
meses, se detectan peérdidas manifiestas de galactosa en los meses subsiguientes
(Gallego y Zarra, 1997), lo cual implica que algunos polisacaridos ricos en galactosa
pueden jugar un papel importante durante la etapa final del crecimiento. Esta hipotesis
es refrendada por la verificacion de actividad de B-Gal en esas fases relativamente
tempranas (Ogawa et al., 1990). Por su parte, Li et al. (2006) sefiala pérdidas netas de

arabinosa en las semanas 8 a 12 después de antesis.

2) Una importante solubilizacion de poliurénidos se detecta un mes antes de la
fecha de cosecha comercial, es decir, aproximadamente en el quinto mes desde antesis,
mostrando que un nuevo proceso de degradacion se inicia en esa instancia, involucrando

a polisacaridos ricos en acidos uronicos (Gallego y Zarra, 1997).

3) Varios estudios sostienen que la mayor parte de la pérdida de galactosa se
produce durante la maduracion, aunque antecede a la solubilizacién de las pectinas
(Redgwell y Percy, 1992; Redgwell y Harker, 1995), y que probablemente se deba a un

sistema enzimatico del tipo exo-p-Gal (Ross et al., 1993).

4) Llamativamente, la actividad de una B-Gal ya purificada (Ross et al., 1993)
resulta mucho menor que la estimada como necesaria para que la liberacion verificada
de galactosa. Por otra parte, la actividad de B-Gal permanece constante durante el
periodo de mayor liberacion de galactosa (que segun algunos trabajos, coincidiria con el
Estadio 2 de maduracion/ablandamiento), en tanto que la actividad se incrementa

tardiamente en el Estadio 3 de maduracion/ablandamiento (Wegrzyn y MacRae, 1992;
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Bonghi et al., 1996). Por otra parte, la actividad de B-Gal decrece significativamente en

frutos cosechados tempranamente (Tavarini et al., 2009).

Esta Tesis demuestra la existencia de una acumulacion muy ligera de
transcriptos correspondientes al gen AdGAL1 en los dias 59 y 82 después de antesis
(Fase 1l e inicio de la Fase 11, Figura 3.19), en una etapa de crecimiento que —segun los
resultados de Li et al. (2006)— practicamente coincide con un periodo caracterizado por
una disminucién marcada de galactosa (8-12 semanas después de antesis). Esto podria
vincularse con un metabolismo de movilizacion y sintesis de novo de polisacéridos, mas
que con una degradacién neta de la pared celular, ya que ese periodo es seguido por otro
(16-20 semanas después de antesis) en que el contenido de galactosa en la pared celular
se incrementa (Li et al., 2006). Sin embargo, la expresion de AAGAL1 en la columela se
observa en niveles reducidos durante las Fases I, Il y 111, y practicamente nulos en el dia
111 (Figura 3.20).

Por mucho, la mayor expresion de AAGAL1, tanto en el mesocarpo externo como
en la columela, se verifica en el dia 175 (Fase 1V, Estadio 1 de maduracion; Figuras
3.19, 3.20), cuando el fruto ha alcanzado estadisticamente su peso fresco maximo,
iniciando la primera etapa de ablandamiento lento. Esto significa que la mayor
acumulacion de transcriptos de este gen en kiwi unido a la planta es un hecho temprano
en términos del proceso de pérdida de firmeza. Como se discutirda con mayor amplitud
mas adelante, los niveles de expresion mas elevados de AdGALL se registran en el
estadio final del ablandamiento, tanto en mesocarpo externo como en columela, y en

relacion con la aplicacion o la sintesis de etileno (Figuras 3.22, 3.24).

En general, no resulta facil elucidar cual es el blanco exacto en la pared celular
de la actividad resultante de la expresion de un gen. Por ejemplo, la supresion de la
expresion de TBG4 de tomate —codificante de la enzima B-Gal |- mediante técnicas
antisentido confirmé un papel para este gen en el ablandamiento, aunque el sustrato in
vivo correspondiente a la enzima codificada por TBG4 no se conoce (Smith et al.,
2002). En el caso del kiwi y dada su complejidad, ni siquiera son totalmente
coincidentes los resultados obtenidos hasta el presente por otros autores sobre la
composicion y cambios de la pared celular. Segun Redgwell et al. (1997b), el 94% de la
pérdida de galactosa de la pared celular del kiwi se produce en la fraccion soluble en
KOH 4M vy en el residuo insoluble en ese alcali fuerte. En tal sentido, seria factible que

el blanco de la actividad resultante de la expresion de AJGALL no estuviera asociado
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con la mayoria de las pectinas de la pared celular, que resultan solubilizadas por
soluciones de CDTA o NayCOs, sino con los polimeros pécticos que permanecen
fuertemente unidos a los glicanos de matriz. En cambio, utilizando una metodologia de
fraccionamiento de la pared celular diferente, Li et al. (2006) asocian un porcentaje
importante de pérdida de galactosa a las fracciones pécticas extraidas con EDTA en

caliente.

Al igual que sucede con el gen AdGAL1 clonado en esta Tesis, se informd la
existencia de genes codificantes de B-Gal en otros frutos climatéricos, que se expresan
mayormente durante la maduracién o exclusivamente en la maduracion. Entre los
primeros se cuentan pABG1 de manzana (Goulao et al., 2008) y PpGAL4 de pera
europea (Mwaniki et al., 2005). Si bien Ross et al. (1994) informaron que pABG1 se
expresa unicamente en la maduracion, Goulao et al. (2008) detectaron ademas una
acumulacion de transcriptos de pABG1 en la Fase | de cuaje del fruto. Entre los genes
codificantes de PB-Gal que —hasta donde se conoce— se expresan solamente en la
maduracion se destacan TBG4 en tomate (Smith et al., 1998, 2002), JP-GAL en pera
japonesa (Tateishi et al., 2001b) y PpGAL1 en pera europea ‘La France’ (Mwaniki et
al., 2005), todos genes que presentan una alta homologia con AJGAL1. Sin embargo, es
importante sefialar que no se informo la expresion de JP-GAL de pera japonesa durante
todo el crecimiento, sino s6lo en la etapa final del mismo, desde 1-1,5 mes antes de
alcanzar la madurez de consumo (Tateishi et al., 2001b). En los frutos de tomate, la
acumulacion de transcriptos de TBG4 (gen con mayor grado de identidad con AAGAL1,
medido tanto como porcentaje de ADN como de aminoacidos) se observa recien en el
estado “rompiente”, con un aumento en el estado “virado”, disminuyendo cuando el
fruto alcanza su maduracion completa (Smith y Gross, 2000). El bloqueo de la
expresion de TBG4 de tomate mediante técnicas antisentido resulto en frutos con hasta
40% mas de firmeza en el estado maduro, confirmando un rol para TBG4 en el
ablandamiento (Smith et al., 2002). En frutos como el tomate, se propuso que los
galactanos pueden regular la porosidad de la pared celular e influir en la actividad de
otras enzimas de pared. Sin embargo, la liberacion de galactosa y la solubilizacion de
las pectinas son dos procesos que no parecen estar estrechamente vinculados en kiwi
(Schroder y Atkinson, 2006).
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4.5.2. Expresion de ADARF/XYL1 y AJARF1 durante la ontogenia

Ademaés de la pérdida de galactosa, se registra una péerdida de arabinosa de la
pared celular en distintos momentos del desarrollo del kiwi (Redgwell et al., 1997b; Li
et al., 2006). Segun Redgwell et al. (1997b), tanto la galactosa como la arabinosa se
distribuyen por igual entre las fracciones solubles en KOH vy el residuo de pared celular
insoluble a KOH, con una pérdida importante a través de la ontogenia del fruto. Por otra
parte, Li et al. (2006) detectaron pérdidas apreciables de arabinosa, tanto en el
crecimiento temprano (aproximadamente 8-12 semanas después de antesis) cuanto
durante la maduracion (20-25 semanas después de antesis). En las Gltimas 5 semanas de
la ontogenia, los niveles de arabinosa en la fraccidn péctica de las paredes celulares del
mesocarpo caen aproximadamente 70%, y también se registran pérdidas importantes de
arabinosa en la fraccion soluble en KOH 24% conformada por glicanos de matriz (Li et
al., 2006).

A diferencia de la acumulacion de ARNm de AdGALL1 —restringida mayormente
al momento de la maduracién— la acumulacion de transcriptos de AJARF/XYL1 en el
mesocarpo externo fue relativamente estable a lo largo de toda la ontogenia (Figura
3.19), pero en columela disminuyé en la Fase 1V, particularmente en el dia 175 (Figura
3.20). En cambio, AARF1 mostro un patron de expresion ligeramente creciente en el
mesocarpo externo a través de toda la ontogenia del fruto, en tanto que la expresion en
la columela se mantuvo casi invariable en el tiempo (Figuras 3.19, 3.20). De cualquier
forma, no existen suficientes pruebas que permitan aseverar con certeza que
AdARF/XYL1 y AdARF1 sean genes constitutivos, ya que: (1) no evidencian niveles de
transcripcion relativamente constantes en todos los tejidos (por ejemplo, casi no hay
acumulacion de transcriptos de AJARF/XYL1 en columela en el dia 175); (2) un gen
constitutivo puede no evidenciar el mismo nivel de sefial de transcripcion en todas las
células, sino una sefial algo menor en células con grandes vacuolas y una sefial mayor
en células pequefias con citoplasma denso: éste no parece ser el caso de AdARF1, cuya
acumulacion de transcriptos en mesocarpo externo es ligeramente creciente mientras el

fruto incrementa su tamafio y, con él, el tamafio de sus células y de sus vacuolas.

Estos patrones de transcripcion de AJARF/XYL1 y AdARF1 que se extienden a
toda la ontogenia no se producen exclusivamente en Kiwi: recientemente se encontraron
patrones similares en durazno, fruto caracterizado por fuertes pérdidas de arabinosa de

su pared celular (Di Santo et al., 2009). En efecto, los transcriptos de PpARF1 de
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durazno se detectaron en todas las fases, aunque con un leve aumento de la expresion en
la fase de esclerificacion del endocarpo, mientras que los transcriptos de PpARF/XYL
fueron més elevados en las fases de multiplicacion celular, de agrandamiento celular
temprano y de tamafio maximo del fruto. Asimismo, Rosli et al. (2009) clonaron tres
genes putativamente codificantes de o-Ara, los cuales se expresaron durante toda la
ontogenia del fruto, aunque con diferencias en cuanto a los niveles de acumulacion de
transcriptos de cada gen en dos cultivares de firmeza contrastante. En el fruto de tomate,
la expresion del gen LeARF1 fue més elevada durante el desarrollo temprano del fruto
que en el fruto en estado verde maduro (ltai et al., 2003), en correspondencia con la

actividad de a-Ara Il previamente caracterizada (Sozzi et al., 2002).

Sin embargo, también en tomate se demostrd la existencia de otras isoformas de
a-Ara, con distintas caracteristicas enzimaticas y moduladas de manera diferente por
variados reguladores del crecimiento, capaces de liberar arabinosa de otras fracciones de
la pared celular (Sozzi et al., 2002), lo que permite hipotetizar la existencia de una
familia multigénica. Asimismo, la expresion del gen PpARF2 en pera japonesa fue
detectada solamente en la maduracion del fruto (Tateishi et al., 2005). En pera europea,
la expresion del gen PcARF1 fue observada a niveles bajos durante la etapa
inmediatamente previa a la maduraciéon, incrementandose la acumulacion de
transcriptos al iniciarse la maduracion del fruto y manteniéndose niveles similares de
transcripcion durante la maduracion (Mwaniki et al., 2005), por lo que este gen podria
estar involucrado en el proceso de maduracién de ese fruto. En resumen, no resulta
improbable la existencia de familias multigénicas codificantes de diferentes a-Ara en
frutos de muchas especies, con predominancia de actividad de alguna de las isoformas
durante el ablandamiento, al igual que sucede con B-Gal. En cualquier caso, a-Ara no
parece ser una enzima que pueda considerarse de primer orden en cuanto a su probable
incidencia en el ablandamiento del Kiwi ya que, si bien los porcentajes de pérdida de
arabinosa observados en la maduracion son significativos (Gallego y Zarra, 1997;
Redgwell et al., 1997b; Li et al., 2006), los valores absolutos de arabinosa son mucho

menores que los registrados para galactosa.
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4.5.3. Expresion de AdPL1 durante la ontogenia

La actividad de PL se detecto en especies diversas de plantas superiores, en las
cuales las enzimas correspondientes resultan a menudo codificadas por familias de
genes (Marin-Rodriguez et al., 2002). También se estudié extensamente en agentes
causales de podredumbres blandas, como las bacterias del género Erwinia (De Lorenzo
et al., 1991; Norman-Setterblad et al., 2000), en las que la accién de PL resulta, no sélo
en la maceracién de los tejidos vegetales, sino en la activacion de los sistemas de
defensa. El interés por las PL y por sus genes codificantes en frutos se desencadend a
partir de su posible contribucidn en la despolimerizacion de las pectinas y en la pérdida
de firmeza de los frutos durante su maduracién. Esto se expuso a la consideracion
cientifica al aislarse genes putativamente codificantes de PL cuyas expresiones se
restringian a la maduracion, primero en banana (Dominguez-Puigjaner et al., 1997; Pua
et al., 2001), donde son particularmente abundantes (Medina-Suéarez et al., 1997), y en
frutilla (Medina-Escobar et al., 1997; Jiménez-Bermudez et al., 2002; Benitez-Burraco
et al., 2003). También se encontraron en bayas como la uva (Nunan et al., 2001). Como
continuacion de los primeros trabajos, y utilizando lineas transgénicas de frutillas con
una reduccion de mas del 90% en la abundancia de transcriptos de PL, Santiago-
Doménech et al. (2008) indicaron la existencia de claras diferencias cuanti y cualitativas
en las poblaciones de polimeros pécticos, tanto en extractabilidad cuanto en sus pesos
moleculares, como asi también pérdidas menores de adhesion entre células, lo cual
indicaria la importancia de la PL en el ablandamiento. En kiwi, la expresion del gen
AdPL1 fue muy elevada en los dias 17 y 31 —en esta ultima fecha tanto en mesocarpo
(Figura 3.19) como en columela (Figura 3.20)— durante la Fase | en la cual, en razon de
la multiplicacion celular, se incrementa el contenido de pared celular. No se observo
expresion de dicho gen durante las fases posteriores, hasta el dia 175 (Fase 1V, Estadio
1 de maduracion), en el que se verificd una ligera acumulacion de transcriptos en el
mesocarpo (Figura 3.19). En Arabidopsis se documentaron resultados gque involucran a
genes codificantes de PL en numerosos aspectos del crecimiento y desarrollo, tanto
dependientes como independientes de la separacidn celular (Sun y van Nocker, 2010),
cuya especializacion se produce a menudo a través de regulaciones espaciales o
temporales, sin dejar de considerar la posible redundancia de actividades y la

especializacion funcional determinada a nivel post-transcripcional o proteico.
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Por otra parte, los resultados de esta Tesis se encuentran en concordancia parcial
con otros hallados previamente en manzana, en donde la expresion del gen MdPL1 se
detectd durante el crecimiento del fruto. Sin embargo, y a diferencia de lo que sucede
con la expresion el gen MdPL1, la expresion de AdPL1 en kiwi no se restringe al
crecimiento del fruto, sino que se presenta una manifestacion de importancia en la

maduracién, como se vera mas adelante.

4.5.4. Expresion de ADEXP1 y ADEXP2 durante la ontogenia

En un trabajo anterior, se demostrd que el gen AJEXP1 esta emparentado
filogenéticamente a la familia de Exp denominada “EXPA”, mientras que el gen
AdEXP2 se vincula con la llamada familia “EXPB” (Yang et al., 2007). Los miembros
de la familia EXPA, tales como LeEXP1 de tomate (Rose et al., 1997), se involucran
principalmente en la maduracion del fruto, en tanto que los miembros de la familia
EXPB se relacionan mayormente con procesos que requieren de una rapida expansion
celular. Sin embargo, algunos miembros de esa familia, tales como PaEXP1 y PaEXP2
de damasco se expresan también durante la maduracion (Mbéguié-A-Mbeguié et al.,
2002).

Yang et al. (2007) solamente indicaron que AJEXP1 y AJEXP2 de kiwi se
expresan durante la maduracion del fruto. Esta Tesis establece que ambos genes se
expresan tanto en el crecimiento como en la maduracion, y tanto en el mesocarpo
externo como en la columela (Figura 3.19, 3.20). Aunque la magnitud de la
acumulacion de transcriptos de ambos genes es diferente en los distintos momentos de
la ontogenia, existe superposicion de la expresion de AdEXP1 y AJEXP2 en varias

fases.

El gen AdEXP1 se expresa en mesocarpo externo durante toda la ontogenia del
fruto (Figura 3.19). Sin embargo, y por razones mas manifiestas que las ya expresadas
para AJARF/XYL1 y AdARF1, no se puede catalogar a AdEXP1 como un gen
constitutivo, ya que no muestra un nivel relativamente constante de transcripcion y no
se expresa de igual forma en todas las células del organismo (por ejemplo, de
mesocarpo externo y de columela). En mesocarpo externo, AJEXP1 alcanza tres
momentos de mayor expresion, a saber: a) en los dias 17-31 (Fase |, durante el final de

la etapa de multiplicacién celular y comienzo del periodo de agrandamiento celular), b)
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en menor medida, en los dias 90-111 (Fase Ill, que constituye un segundo periodo de
crecimiento por agrandamiento celular) y, ¢) en mayor medida, en los dias 154-175
(Fase 1V, Estadio 1 de maduracion) en los cuales se alcanza el méximo tamafio y se
producen los primeros cambios metabdlicos conducentes a la pérdida de firmeza. El
primer incremento coincide con un pico de acumulacién de transcriptos de AdPL1, lo
que permitiria inferir que en esa etapa podrian registrarse simultaneamente una rapida
extension de la pared, por disrupcion de interacciones no covalentes —como los puentes
de hidrégeno— entre microfibrillas de celulosa y glicanos de matriz y, por otra parte,
ciertos cambios en la estructura de las pectinas. Llamativamente, los niveles de
transcripcion de AAEXP1 en columela son relativamente mas bajos que en mesocarpo,
salvo en el dia 175 (Figura 3.20). Por su parte, en el tejido del mesocarpo externo,
AdEXP2 presenta picos de expresion temporalmente similares a los de AAEXP1, con
magnitud maxima en los dias 154-175 (Figura 3.19). En columela, la mayor
acumulacion de transcriptos de AJEXP2 coincide con la de AdEXP1, en el dia 175
(Figura 3.20).

El mecanismo de accién de las Exp no se ha resuelto y su accién in muro
permanece desconocida. Sin embargo, ciertos hechos sugieren que las Exp debilitan las
interacciones glicano-glicano, interactuando en la interfase celulosa-glicanos de matriz
(McQueen-Mason y Cosgrove, 1994; Cosgrove, 1999, 2000a, 2000b). Como su nombre
sugiere, las Exp fueron propuestas en primer término como proteinas que acttan durante
la expansion celular, promoviendo la relajacion de la pared frente al estrés generado por
la presiobn de turgencia. En tal sentido, resulta razonable que se produzcan
acumulaciones de transcriptos de AJEXP1 y AdEXP2 en momentos de expansion
celular del mesocarpo (por ejemplo, dias 90-111). Por otra parte, los niveles elevados de
transcripcién en mesocarpo externo de AdEXP1 y AdEXP2 en los dias 154-175, y en
columela en el dia 175 —y en menor grado en el dia 154— momentos en que la expansion
ya no es estadisticamente significativa, indican que estos genes pueden contribuir al
inicio del desensamblaje de la pared celular. Redgwell y Fischer (2002) sefialaron que
uno de los sintomas mas tempranos del ablandamiento de ciertos frutos como el kiwi es
una ligera dilatacion o hinchamiento de la pared celular que ocurre antes de que se
pongan en evidencia cambios ocasionados por las hidrolasas a la estructura primaria de
los polimeros de la matriz. Y en este sentido, Exp como las codificadas por ADEXP1 y

AdEXP2 podrian promover este hinchamiento, por su capacidad para debilitar las
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interacciones glicano-glicano. Entre las caracteristicas que distinguen al kiwi se destaca
el hecho de presentar un hinchamiento de las paredes celulares muy marcado, tanto in
vivo como in vitro, mientras que otros frutos de textura fundente (tomate, frutilla,
ciruela, kaki, etc.) s6lo manifiestan un hinchamiento de las paredes celulares in vitro
(Redgwell et al., 1997a). El hinchamiento de la pared celular del kiwi durante el
ablandamiento, sea natural o inducido por etileno, y su vinculacion con la expresion de
AdEXP1 y AJEXP2, se discute mas adelante.

4.6. La expresion génica de AdGAL1, AdPL1, AJEXP1l y AdJEXP2
durante la maduracion del Kiwi guarda relacion con las
principales modificaciones de la pared celular observadas

durante el ablandamiento

4.6.1. Variacion de la firmeza

La mayor parte de las investigaciones sobre firmeza en el kiwi se efectud
utilizando el tejido del mesocarpo externo de frutos ‘Hayward’ tratados con etileno (ver
Schrdder y Atkinson, 2006 y trabajos alli citados). El tratamiento con etileno se realiza
usualmente a fin de uniformar el inicio del ablandamiento en el lote de frutos utilizados
en el ensayo, disminuyendo la variabilidad. Sin embargo, esto podria objetarse para el
estudio de los genes codificantes de proteinas vinculadas a la maduracion, por cuanto un
tratamiento de 24 h con etileno es suficiente para desencadenar procesos dependientes
de este regulador que no necesariamente se producen en los inicios de la maduracion
“normal” del Kiwi, en ausencia de etileno. Por esa razon, se estudio en primer término el
ablandamiento del Kiwi en ausencia de etileno exdgeno. Mientras que el ablandamiento
normal del Kiwi se produce en el término de 3-4 semanas, el ablandamiento del Kiwi

tratado con etileno sucede en 6-7 d.

Como se comento en la Introduccidn, existe una separacion temporal del proceso
de maduracidn en tres estadios. El inicio de la maduracién (Figura 3.17, dias 175-196)
es una etapa en la cual el ablandamiento es muy lento, con lecturas de firmeza iniciales
cercanas a 80-85 N (Estadio 1). Transcurridos unos dias, el ablandamiento se acelera
(representado en la Figura 3.21 por los dias 0-16), disminuyendo la firmeza desde 70 N

hasta 20 N o menos, denomindndose a esta etapa el Estadio 2. Este proceso ocurre
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mayormente en forma independiente de la presencia de etileno. Finalmente, el Estadio 3
de la maduracion se caracteriza por la presencia de un pico de produccién autocatalitica
de etileno y una pérdida mas lenta de la firmeza (representado en la Figura 3.21 por los
dias 20 y 23, en los que la firmeza se estabiliza en 7-5 N), que lleva al fruto desde

condiciones apropiadas para su consumo hasta la sobremadurez.

4.6.2. Comparacion cronoldgica de la expresion génica durante la

maduracion

4.6.2.1.Estadio 1

Como se comentd anteriormente, el Estadio 1 de maduracion del Kkiwi se
caracteriza por un ablandamiento lento, acompafiado fundamentalmente por una
dilatacion (hinchamiento) de la pared celular. Las observaciones microscopicas denotan
que las paredes celulares, finas y compactas en frutos inmaduros, comienzan a
mostrarse difusas, manifestdndose hinchadas y engrosadas, con menor capacidad de
tincion a medida que la maduracién procede (Hallet et al., 1992). In vitro, el fendmeno
se puede observar con mayor claridad (Redgwell et al., 1997a): al ser suspendido en
agua, el material aislado de la pared celular muestra que el hinchamiento de la pared
comienza hacia el final del Estadio 1 de ablandamiento. Mas adn, existe una correlacion
entre la dilatacion de la pared celular y el grado de solubilizacion de las pectinas, lo que
sugiere que el hinchamiento de la pared puede ocurrir como resultado de cambios en las
propiedades viscoelasticas de la pared celular durante la solubilizacion de las pectinas
(Redgwell et al., 1997a). La remocion quimica/enzimatica de ciertas pectinas de la
pared celular permite sostener la hipdtesis de que la dilatacion de la pared celular podria
estar asociada con el movimiento de agua en los espacios vacios dejados en la red de
celulosa-glicanos de matriz por la pectina solubilizada. Sin embargo, el proceso de
dilatacién de la pared celular podria ser mas complejo: los cambios fisico-quimicos
conducentes al hinchamiento de la pared podrian implicar otros tipos de modificaciones,
que involucren tanto a las pectinas como a los complejos de celulosa-glicanos de matriz.
Las Exp podrian estar comprometidas en estos procesos, ya que la expansién de la pared
por ruptura de los puentes de hidrogeno entre celulosas y xiloglucanos, podria producir
una relajacion temporaria de la pared celular. En Kiwi, se observd que una Exp

purificada es capaz de liberar pectina de la pared celular aislada de frutos inmaduros
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(Koh y Schroder, datos no publicados, citados por Schroder y Atkinson, 2006). Esto
sugiere que la accion de las Exp podria conducir a la solubilizacion de las pectinas, lo
cual podria ocurrir si las Exp obraran ademas de cufia entre los polimeros de la red de
glicanos de matriz, permitiendo a las pectinas difundir y solubilizarse sin degradacion
aparente. Los espacios vacios dejados por las pectinas podrian llenarse de agua, cuya
manifestacion visible seria el hinchamiento de la pared celular. En concordancia con lo
anterior, el hinchamiento de la pared se produce inmediatamente después de observada
la méaxima expresion de ADEXP1 y AJEXP2. Este es un ejemplo més de la complejidad
y diversidad de los fenémenos abordados, ya que plantas de tomate transgénicas que
sobreexpresan al gen LeEXP1 producen frutos mas blandos que los controles
correspondientes, pero alterando la despolimerizacion de las hemicelulosas

estructurales, sin aparente despolimerizacion de poliuronidos (Brummell et al., 1999).

Entre los genes estudiados, AEXP1 y AdEXP2 son aquéllos que se expresan
maés temprano en la maduracion, ya que se acumulan elevadas cantidades de transcriptos
de ambos en los dias 154 y 175 (Estadio 1 de maduracion) en el mesocarpo (Figura
3.19), y mayormente en el dia 175 en la columela, con posterior disminucion (Figura
3.20). En el proceso de hinchamiento de la pared celular podria ademas contribuir la
desesterificacion de las pectinas, que produciria un incremento en las fuerzas de
repulsion entre cadenas de pectinas adyacentes. En trabajos previos, se observo un
incremento de la actividad de PME en el Estadio 1 (Wegrzyn y MacRae, 1992), aunque
esto debe considerarse con reserva, ya que el ensayo fue efectuado utilizando frutos

previamente tratados con etileno.

El Estadio 1 se acompafia por la expresion de ADGAL1L, principalmente en el dia
175 tanto en mesocarpo como en columela (Figuras 3.19 y 3.20). Si bien la pérdida de
galactosa suele asociarse principalmente a los Estadios 2 y 3 de la maduracion en frutos
tratados con etileno (Redgwell et al., 1992; Schroder y Atkinson, 2006), el analisis de
los principales azUcares neutros de las fracciones digeridas por amilasa sefiala que la
mayor parte de la galactosa se pierden en etapas tempranas de la maduracion (Li et al.,
2006): en efecto, en el trabajo de Li et al. (2006), la maduracién completa se produce
entre las semanas 20 y 25, y la mayor pérdida de galactosa se produce en todas las
fracciones analizadas entre las semanas 20 y 22 (74% de la galactosa de la fraccidén
péctica; 38 % de la fraccion soluble en KOH 4% y 66% de la fraccién soluble en KOH
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24%). En tal sentido, la expresion de ADGAL1 puede contribuir a que se produzcan tales

pérdidas.

Redgwell et al. (1997b) encontraron en kiwi una correlacion elevada entre la
solubilizacion de las pectinas, la dilatacion de la pared celular y el ablandamiento, pero
no encontraron correlacion de similar indole con la pérdida de galactosa. En frutos
tratados con etileno, la pérdida de galactosa ocurre cuando la solubilizacion de las
pectinas, el hinchamiento de la pared celular y el ablandamiento ya han comenzado.
Este resultado indica que la pérdida de galactosa y la solubilizacién de las pectinas son
procesos independientes, ya que la remocién de las cadenas laterales constituidas por
galactosa de los polisacaridos pécticos no es necesaria para la solubilizacion de éstos.
Por otra parte, los kiwis que permanecen en la planta durante su ablandamiento también
muestran la solubilizacion de las pectinas, un hinchamiento de las paredes celulares y la
pérdida de galactosa, pero el orden relativo de esos eventos difiere del que se observa
durante el ablandamiento de los frutos cosechados en estado de madurez fisioldgica (85
N) y tratados con etileno. En frutos dejados en el arbol durante la maduracion, se
verifica la correlacion entre el hinchamiento de la pared celular y la solubilizacién de las
pectinas, pero la pérdida de galactosa comienza con antelacion, en el Estadio 1 de
maduracion en el que los frutos tratados con etileno no evidencian ninguna peérdida de
galactosa (Redgwell y Percy, 1992). Esto significa que ninguno de los cambios
mencionados que podrian resultar claves en la pared celular determina la iniciacion y el
desarrollo de los restantes (Redgwell y Percy, 1992). En el caso de esta Tesis, la
expresion de los genes ADEXP1 y ADEXP2 antecede a la expresion de AAGAL1 durante
el Estadio 1 de maduracion (Fase 1V) (Figuras 3.19 y 3.20), pero todos alcanzan un

méaximo en el dia 175, aunque podrian ser independientes entre si.

A lo anteriormente comentado se suma una acumulacion ligera de transcriptos
de AdPL1 en mesocarpo, también en el dia 175 (Figura 3.19), que podria tener
influencia en la solubilizacion de aquellos polisacaridos pécticos méas pequefios y menos
ramificados. Redgwell et al. (1992) observaron que las pectinas solubilizadas en la
primera etapa del ablandamiento son similares a las pectinas extractables a cosecha con
Na,COs3, Estos autores hipotetizaron que los polisacaridos pécticos de menor peso
molecular y con menos ramificaciones se solubilizan primero, y que los polisacaridos

con mayor peso molecular, mas ramificados y unidos méas fuertemente a la pared, toman
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el lugar de los anteriores durante el proceso de ablandamiento, quedando unidos en

forma maés laxa.

4.6.2.2.Estadio 2

En los dias 1 y 9 del ensayo de postcosecha (correspondientes al Estadio 2 de
maduracion) (Figura 3.21), se verifican diferencias marcadas entre la expresion de
genes en el mesocarpo externo y en la columela (Figura 3.22). En el mesocarpo, sélo se
observan pequefias acumulaciones de transcriptos de AJEXP1 y AdEXP2 en el dia 1,
pero no en el dia 9, aunque la expresiébn aparece nuevamente en el dia 16,
probablemente por la notable sensibilidad de estos genes a la presencia de etileno (ver
mas adelante). En cambio, es llamativa la ausencia de transcriptos de AdGAL1 y AdPL1

en los dias 1, 9y 16.

Por su parte, los genes se expresan en la columela de la siguiente forma (Figura
3.22): AdGAL1 (dia 1), AdPL1 (dia 1 y, en menor medida, en dias 9 y 16), y AdEXP1 y
AdEXP2 (con una disminucién de AJEXPL1 en el dia 9). La acumulacion de transcriptos
de AdARF1 y AdARF/XYL1 se observa durante toda la maduracion sin variaciones muy
marcadas en general, aunque con un aumento significativo en el dia 9, tanto en

mesocarpo externo como en columela.

Segun las investigaciones de Redgwell y de su equipo con Kiwis tratados con
etileno, el Estadio 2 se caracteriza fundamentalmente por la pérdida de galactosa, la
degradacion de las pectinas solubles y la disminucion del peso molecular de los
xiloglucanos (ver MacRae y Redgwell, 1992 y trabajos alli citados). Sin embargo, ya se
ha discutido en esta Tesis que no resulta facil comparar los resultados obtenidos con
lotes de frutos uniformados por la aplicacién inicial de etileno con frutos en los que no
se aplicd etileno inicialmente. Por otra parte, existen diferencias entre los resultados
obtenidos por diferentes laboratorios y condiciones al respecto (ver Redgwell y Percy,
1992; Redgwell et al., 1992; Redgwell et al., 1997b; Gallego y Zarra, 1997; Li et al.,
2006). En cualquier caso, los cambios de firmeza que se producen en el Estadio 2
parecen ser diferentes en mesocarpo y columela y, salvo en el dia 16, esos cambios
serian independientes de la biosintesis de etileno y no parecen vinculados en el
mesocarpo con los genes estudiados. En esta Tesis, el dia 16 representaria un momento

de transicién entre los Estadios 2 y 3 (Figuras 3.21 y 3.22).
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4.6.2.3.Estadio 3

El Estadio 3 se inicia con el comienzo de la sintesis de etileno (Figura 3.21), y
en él alcanza su méxima expresion la dilatacion de la pared celular —en el momento en
que el kiwi se encuentra en madurez de consumo— que se iniciara en el Estadio 2
(Redgwell et al., 1997a). En correlacion con esta dilatacion —segun lo comentado para el
Estadio 2—, la acumulacion de transcriptos de AJEXP1 y ADEXP2 se extiende entre los
dias 16 y 23, con un pico en el dia 20, tanto en el mesocarpo externo como en la

columela (Figura 3.22).

En conjuncién con lo anterior, la degradacion de la pectina solubilizada y la
pérdida de la lamina media son procesos que se inician en el Estadio 2 de maduracion
pero alcanzan su maximo en el Estadio 3. En efecto, la ruptura de la ldmina media es
visible por microscopia electronica en muestras obtenidas al finalizar el Estadio 2 y en
el Estadio 3 de maduracion (Hallet et al., 1992). La pectina extraida con solucion de
CDTA, que se considera implicada en la constitucion de la lamina media que mantiene
adheridas las células entre si, también decrece en el rendimiento y en el peso molecular
durante el ablandamiento (Redgwell et al., 1990), confirmando asi la informacion
suministrada por las técnicas de microscopia. Mas aun, usando inmunomarcacion con
anticuerpos JIM5, marcacion de lectinas y marcacion cationica con oro coloidal, no
resulta posible encontrar una lamina media “tipica” (Sutherland et al., 1999). Estos
procesos confluyen en la desintegracion de la pared celular, que se produce en forma
completa al final del Estadio 3. A los genes codificantes de Exp ya citados, sumarian su
participacion en estos fenomenos el gen AdPL1, con maxima expresion en el dia 20,
tanto en el mesocarpo externo como en la columela (Figura 3.22). Por otra parte, se
caracterizaron tres genes de PG en kiwi (Wang et al., 2000): CKPGA y CkPGB, que se
expresan sélo en el Estadio 3 de maduracion, y CKPGC cuya expresion maxima también
se alcanza en el Estadio 3. Es, pues, probable que la actividad de PG esté mas
relacionada con la degradacion de las pectinas (que acontece mayormente en el Estadio

3) que con su solubilizacion (que, en buena medida, tiene lugar en el Estadio 1).

Anteriormente se sefialé que el periodo de maxima pérdida de galactosa no
pareceria coincidir con el periodo de maxima actividad de B-Gal. Segin MacRae y
Redgwell (1992) y trabajos alli citados, el periodo de mayor liberacién de galactosa
coincidiria con el Estadio 2 de maduracién/ablandamiento. Li et al. (2006) sefialan

importantes pérdidas de galactosa en la etapa inicial del ablandamiento, entre las
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semanas 20 y 22, mientras que las pérdidas de galactosa contintan en las semanas 22 a
25, aunque con menor magnitud. En cambio, la actividad de f-Gal permanece constante
en las primeras etapas, en tanto que se incrementa tardiamente en el Estadio 3 (Wegrzyn
y MacRae, 1992; Bonghi et al., 1996). La expresion maxima de AdGAL1 se produce en
concomitancia con la maxima actividad de B-Gal de estos trabajos, en el dia 20 en
mesocarpo externo y en los dias 20 y 23 en columela (Figura 3.22), lo que podria
indicar un papel para este gen en el proceso de pérdida final de galactosa de la pared
celular, acompafiando la dilatacion méxima y desintegracién de dicha pared, y la
degradacion de sus pectinas.

El Estadio 3 se completa con la expresion de AJARF1 y AJARF/XYL1, tanto en

mesocarpo como en columela, pero en niveles no sobresalientes (Figura 3.22).

4.7. La expresion génica de AJEXP1, AJEXP2, AdGAL1l y AdPL1
durante la maduracion del kiwi es modulada por el etileno, pero
manifestando diferencias en los niveles, tiempos y formas de

respuesta

4.7.1. Variacion de la firmeza

La aplicacion de etileno y de 1-MCP en frutos con niveles de firmeza de 33 N —
es decir, en pleno Estadio 2 de maduracion— produce, en el término de 48 h, diferencias
significativas en los niveles de firmeza de los frutos, tanto entre los dos tratamientos
mencionados como entre esos tratamientos y los frutos control no tratados (Figura
3.23). Mas aun, el tratamiento con 1-MCP genera diferencias en los niveles de firmeza
de los frutos respecto de los restantes tratamientos en solo 24 h. Esto indica una vez mas
la capacidad excelente del 1-MCP para bloquear los mecanismos conducentes al
ablandamiento del kiwi en la mayoria de los estadios de maduracion, en concordancia

con resultados previos hallados en esta Tesis (Figuras 3.1, 3.2, 3.4, 3.6, 3.7 y 3.8).

4.7.2. Modulaciones de expresion génica por etileno

El nivel de firmeza inicial de los frutos en el ensayo en que se evaluaron los

efectos del etileno y del 1-MCP (Figura 3.23) fue intermedio al correspondiente a los
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dias 9 y 13 del ensayo de postcosecha (Figura 3.21). En el dia 9 del ensayo de
poscosecha no se verifica expresion en mesocarpo de AJEXP1, AdGAL1 y AdPL1
(Figura 3.22). De igual forma, en el inicio (dia 0) del ensayo de evaluacion de los
efectos del etileno y del 1-MCP, los frutos control no muestran acumulaciéon de
transcriptos de los citados genes, salvo trazas en el caso de ADEXP1 (Figura 3.24). Mas
aun, tampoco se verifica acumulacion de transcriptos de los genes AdGAL1, AdEXP1 y
AdPL1 en los frutos control durante las 48 h de duracion del ensayo (Figura 3.24). En
cuanto a AdEXP2, se verifica en los frutos control niveles de expresion intermedios
durante todo el ensayo. La exposicion al etileno 10 pL L™ induce una respuesta en todos
los genes citados, aunque con diferencias en los niveles, tiempos y formas de respuesta.
Cabe mencionar que la concentracion utilizada es similar a la empleada en la mayoria

de los estudios de genes regulados por etileno, en toda la bibliografia.

La acumulacion masiva de transcriptos de AdEXP1 fue la primera en ser
detectada, en el término de solo 3 h, alcanzando su maximo a las 24 h (Figura 3.24).
AdGAL1 mostro una acumulacion limitada de transcriptos a las 3 h, pero maxima a las 6
h, en tanto que AdPL1 mostr6 su primera y maxima acumulacion de transcriptos a las
24 h (Figura 3.24). En el caso de AdEXP1 y de AdGALL, el tiempo en que se produce la
transcripcion de los genes indica que la respuesta al etileno es muy réapida y que su
expresion seria directamente dependiente del etileno. La ausencia de transcripcion de
los genes citados a lo largo de todo el ensayo en respuesta a la aplicacion de 1-MCP
respalda los resultados hallados por aplicacion de etileno (Figura 3.24). En cuanto a
AdEXP2, la aplicacion de etileno exacerbd la expresion génica durante todo el ensayo
respecto de los frutos control, en tanto que la aplicacion de 1-MCP inhibi6 la

acumulacion de transcriptos durante las primeras 24 h (Figura 3.24).

La expresion de AJEXP1 en respuesta a la aplicacion de etileno también fue
verificada por Yang et al. (2007), quienes registran incrementos en los niveles de
expresion a partir de las 6 h. En esta Tesis se verificd una importante acumulacion de
transcriptos en s6lo 3 h. Este hecho, sumado al antecedente de la transcripcién del gen
en situacién de muy baja tasa de biosintesis de etileno (< 0,35 ng kg® s?) con
acumulaciones similares de transcriptos a las registradas en situaciones de alta tasa de
produccién de etileno (Yang et al., 2007), permite catalogar a AJEXP1 como un gen
altamente sensible al etileno y aseverar el cumplimiento de las dos condiciones

requeridas para calificarlo como dependiente del etileno, aunque no exclusivamente. Su
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expresion en momentos de la ontogenia en que la biosintesis de etileno es nula permite

entrever la existencia de otros mecanismos de modulacion para este gen.

Por su parte, Yang et al. (2007) también verificaron los incrementos en los
niveles de transcriptos de ADEXP2, aunque en tiempos mayores a los registrados en esta
Tesis. Su expresion en fases de la ontogenia en que la produccion de etileno es nula
permite hacer extensivo a este gen las aseveraciones ya enunciadas para AAEXP1.

Cabe mencionar que la presencia de etileno fue capaz de incrementar los niveles
de expresidn de genes codificantes de Exp en frutos climatéricos de diferentes especies.
Por ejemplo, LeEXP1 de tomate se expresa especificamente en frutos en maduracion y
es regulada por etileno (Rose et al., 1997). Asimismo, la acumulacién de PchExpl y
PpExp3 ARNmM en durazno resulté ser regulada por la maduracion e incrementada
fuerte y rapidamente por un tratamiento con etileno (Hayama et al., 2000, 2006). En
pera europea, la acumulacion de transcriptos correspondiente a los genes PCExp2,
PcExp3, PcExp5 y PcExp6 se incrementa marcadamente con la pérdida de firmeza del
fruto y luego declina en el estado sobremaduro (Hiwasa et al., 2003b). Ese incremento
de transcriptos de PcExp2, PCExp3, PCExp5 y PCExp6 es suprimido por la aplicacion de
1-MCP, como también el ablandamiento del fruto, en tanto que la aplicacion de
propileno incrementa la expresion de los genes citados y acelera el ablandamiento.
También se encontraron respuestas al etileno en la transcripcion de los genes MaEXP1
de banana (Trivedi y Nath, 2004), MiExpAl de mango (Sane et al., 2005), y VPEXPA2
de papaya de montafia (Gaete-Eastman et al., 2009). En meldén ‘Charentais’, no se
observan diferencias importantes en los niveles de ARNm del gen CmExpl entre los
frutos control y los frutos transgénicos con supresion de la ACO e inhibicién del
ablandamiento, salvo por una demora temporal (Nishiyama et al., 2007). Sin embargo,
la aplicacion de etileno incrementd la expresion de este gen, por lo cual es probable que
esté asociado con la maduracion y que sea parcialmente dependiente del etileno, pero
que no juegue un papel en los procesos dependientes del etileno en el ablandamiento del

melon.

Como se comentd anteriormente, la aplicacion de etileno en los frutos aumento
ligeramente la acumulacién de ARNm de AAGALL1 en el término de 3 h, y drasticamente
a las 6 y 24 h, decreciendo a las 48 h cuando el fruto alcanzé niveles de firmeza de ~11
N (Figura 3.24), en tanto que el 1-MCP inhibié toda expresion del gen. La expresion de

AdGALL1 registrada en kiwi en esta Tesis se vincula tanto con lo observado en la
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actividad de B-Gal en este fruto cuanto con la expresion de genes codificantes de B-Gal
y la actividad de esta enzima en otras especies. Boquete et al. (2004) evaluaron la
inhibicion que el 1-MCP produce en la actividad de diversas enzimas de pared celular
del kiwi. Asi, se conoce que el 1-MCP, al ser aplicado luego de 1 mes de conservacion
del kiwi a 0 °C, es capaz de inhibir el incremento de la actividad de la enzima B-Gal
durante el almacenamiento posterior a 20 °C (Boquete et al., 2004). En peras europeas,
se detecta una inhibicion en el incremento de actividad de B-Gal durante la maduracion
por aplicacion de 1-MCP (Trinchero et al., 2004). Asimismo, un tratamiento con
propileno en pera europea estimula la acumulacion de transcriptos que hibridizan con
PpGAL1 y PpGAL4, mientras que sucede lo contrario en frutos tratados con 1-MCP,
aunque la inhibicién de la acumulacion de transcriptos que hibridizan con PpGALL y
PpGAL4 no resulta completa (Mwaniki et al., 2005). El incremento de sus expresiones
al inicio de la maduracion de la pera es, en parte, debida a la regulacion positiva por
parte del etileno. En melon ‘Charentais’, los transcriptos de CmGall se acumulan de
forma abrupta 2 d despues del inicio de la maduracion, y la transcripcion resulta
inhibida por aplicacion de 1-MCP, lo que sugiere que la expresion de CmGall es

dependiente del etileno (Nishiyama et al., 2007).

Sin embargo, en esta Tesis, el gen AAGAL1 no manifesto transcripcion en el dia
16 del ensayo de postcosecha, cuando los niveles de biosintesis de etileno alcanzaban
2,28 ng kg™ s™, mientras que se observé una importante acumulacién de transcriptos de
AdEXP1 (Figura 3.22). La acumulacion de transcriptos de AAGALL y de AdPLL1 recién
se produjo en el dia 20, al verificarse el pico maximo de produccion de etileno (Figura

3.22). Esto podria indicar una diferente sensibilidad de estos genes al etileno.

Por otra parte, resultan Ilamativos los resultados de un trabajo anterior, en el que
el tratamiento de discos de kiwi con un inhibidor de la biosintesis de etileno inhibe el
ablandamiento y la solubilizacién de las pectinas, pero no tiene influencia en la pérdida
de galactosa (Redgwell y Harker, 1995). Este resultado sugiere que la pérdida de
galactosa y la solubilizacién de las pectinas en el kiwi en maduracion son procesos
separados y que la pérdida de galactosa pareceria ser, al menos parcialmente,

independiente de la produccion interna de etileno (Redgwell y Harker, 1995).

La acumulacion de transcriptos de AdPL1 por exposicion al etileno muestra una
semblanza de lo sefialado recientemente por Atkinson et al. (2011) y de lo que sucede

en otros frutos climatéricos. En efecto, la principal acumulacion de transcriptos de
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AdPL1 de kiwi se produce en concomitancia con la presencia de etileno, es decir, en
frutos ya maduros durante la etapa final del ablandamiento (Figura 3.24). Esto coincide
con los resultados de Atkinson et al. (2011), quienes verificaron mediante andlisis de
microarreglos que un gen de PL se expresa 24 h después de iniciado un tratamiento con
etileno. En banana, el gen Banl7 con homologia de secuencia para PL, alcanza su
maxima expresion en el pico climatérico y disminuye luego en frutos sobremaduros, en
tanto que se induce la acumulacién de transcriptos en bananas en estado verde maduro
por aplicacién de etileno (Dominguez-Puigjaner et al., 1997). Luego de la aplicacion de
etileno en banana, no s6lo la expresién, sino también la actividad de PL acompafia al

pico de etileno (Payasi et al., 2004).

En cambio, en durazno, dos genes codificantes de PL (Ctg 251 y Ctg 257)
comienzan a expresarse en el estadio preclimatérico, alcanzan su maxima expresion
durante la maduracion, y muestran una caida significativa posteriormente, hasta
alcanzar niveles indetectables (Trainotti et al., 2003). Por otra parte, Hayama et al.
(2006) mostraron que los niveles de expresion de dos genes codificantes de PL
permanecen sin cambios de significacion durante la maduracion de duraznos de pulpa
“fundente” y “stony”. ESto muestra una vez mas la diversidad génica que se manifiesta

entre especies y en la misma especie.

Con todo, no caben dudas de que las particularidades en el kiwi se manifiestan
con una frecuencia poco habitual. Wang et al. (2000) mostraron que, de tres genes
putativamente codificantes de PG en el kiwi, CKPGA y CkPGB se detectan en frutos que
producen etileno enddgeno. Por otra parte, la expresion del gen CKPGC se observé en
frutos en ablandamiento, y alcanz6 sus niveles maximos (50 veces mayores que los de
CkPGA y CkPGB) al pasar por el climaterio (pico de etileno). Sin embargo, la expresion
de CkPGC también es detectable durante el desarrollo del fruto. Estos resultados
sugieren que, a diferencia de lo que sucede en la inmensa mayoria de los frutos, la PG
en Kiwi se requiere no solo durante el periodo de degradacion de la pared celular, sino
también durante los periodos de su modificacion y expansion. Algo similar sucede con
AdARF1 y AdARF/XYL1, que no manifiestan practicamente respuestas a los

tratamientos con etileno y 1-MCP.
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4.8. Expresion génica de AJGAL1, AJARF1, AJARF/XYL1, AdPL1,
AJEXP1 y AJEXP2 en otros tejidos

Ninguno de los genes estudiados en esta Tesis es especifico de los frutos.
AdARF1, AJARF/XYL1 se expresan en todos los tejidos evaluados (Figura 3.25). Todos
los restantes genes se expresan en raices jovenes en activo crecimiento y en hojas
jovenes en expansion. AJEXP1 y AJEXP2 y, en menor grado, AdPL1 lo hacen en los
estilos de la flor femenina. En menor medida, AJGAL1, AdEXP1 y AdEXP2 se
transcriben en ovarios, pero no AdPL1. En pétalos, se registra acumulacion de
transcriptos de AdEXP1 y AAEXP2, mientras que en sépalos hay una ligera acumulacion
de transcriptos de AdEXP1 (Figura 3.25). Si bien existen numerosos casos de genes
codificantes de enzimas/proteinas de pared celular cuya expresion es especifica de
frutos, no menos abundantes son los casos de genes de expresion inespecifica. Los
siguientes son solo algunos ejemplos:

1) B-Gal. En tomate, se detectaron siete genes codificantes de B-Gal; los
transcriptos de todos ellos —con la excepcion de TBG2— no son especificos de tejidos de
frutos. TBG2 se expresa en niveles muy bajos y no es especifico de la maduracion
(Smith y Gross, 2000). Mas aun, el principal gen codificante de B-Gal implicado en el
ablandamiento del fruto de tomate, TBG4, también se expresa en raices (Smith et al.,
1998). En manzano, la expresion de pABGL es significativa en todos los 6rganos/tejidos
investigados ademas de los frutos (flores, pedunculos, hojas jovenes y adultas v,
particularmente, peciolos de hojas senescentes (Goulao et al., 2008). En vid, se detectd
la expresion de VvBGL, no solo en la baya sino también principalmente en la semilla
(Nunan et al., 2001).

2) a-Ara. En duraznero, PpARF1 y PpARF/XYL se expresan en todos los tejidos
evaluados ademas de los de los frutos: hojas intactas en expansion, raices de plantulas y
organos florales: sépalos, pétalos, estambres y ovarios no polinizados (Di Santo et al.,
2009). En manzano, MdAF1 se expresa en todos los tejidos investigados: flores,
pedunculos florales, hojas jovenes y adultas y, particularmente, peciolos de hojas
senescentes (Goulao et al., 2008).

3) PL. En manzano, MdPL1 se expresa en flores, pedinculos florales y peciolos
de hojas senescentes (Goulao et al., 2008).

4) Exp. De los seis genes conocidos putativamente codificantes de Exp en las

plantas de frutilla, s6lo los clones FaExp2 y FaExp5 se expresan exclusivamente en las
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frutillas (Civello et al., 1999; Harrison et al., 2001). En manzano, los transcriptos de
MAJEXPA3 estdn presentes en flores en desarrollo, peciolos y hojas jovenes en
expansion, aunque la amplificacion resulta mas débil que la obtenida en frutos (Goulao
et al., 2008). En peral europeo se detectaron siete genes de Exp (Hiwasa et al., 2003b),
pero solo la acumulacion de ARNm correspondiente a los genes PcExp2, PCEXxp3,
PcExp5 y PcExp6 se incrementa marcadamente con el ablandamiento del fruto y luego
declina en el estado sobremaduro. De estos genes, el ARNm de PcExp6 se detecta
también en flores y la acumulacion de transcriptos de PcExp5, y PCExp6 es mas

abundante en tejidos jovenes en crecimiento.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES GENERALES

5.1. Comprobacion de las hipotesis y resultados principales

A lo largo de esta Tesis se han analizado distintas situaciones funcionales a los
objetivos propuestos a fin de poder dar respuesta a las hipétesis planteadas tal como se

indica a continuacion.

1) Como objetivo 1 se planted la investigacion de la accion del 1-MCP,
inhibidor de la accion del etileno, sobre la expresion de los genes codificantes de ACS y
ACO de kiwi bajo diferentes condiciones y en distintos momentos de postcosecha, y sus
consecuencias en el ablandamiento del kiwi y en la sintesis del etileno. A partir del
objetivo se formulé la hipdtesis 1, a saber: “el 1-MCP produce una inhibicion
diferencial sobre la expresion de los genes codificantes de ACS y ACO, tanto espacial
(en tejidos de mesocarpo externo y columela) como temporal (bajo diferentes
condiciones de postcosecha) y un retraso en el ablandamiento del kiwi, ain en estados
avanzados de maduracion.” Esta hipotesis es aceptada en virtud de los resultados
obtenidos en los experimentos 1-3 (Figuras 3.1-3.9). En efecto, se encontrd que el
tratamiento con 1-MCP, efectuado inmediatamente después de la cosecha, retarda
marcadamente el ablandamiento del kiwi e inhibe la produccion de etileno. Ademas, la
magnitud de estos efectos es altamente dependiente de la region de cultivo, esto Gltimo
en conformidad con los resultados obtenidos por otros autores respecto de la forma en
que los factores meteoroldgicos y de manejo durante el cultivo afectan los indices de
postcosecha (Okuse y Ryugo, 1981; Crisosto et al., 1984; MacRae et al., 1989). De
hecho, el 1-MCP resulta ser un inhibidor capaz de retardar la pérdida de firmeza del
Kiwi, aln después de largos periodos de conservacion en frio y en estados de
ablandamiento avanzados (Figuras 3.4, 3.5, 3.8). Estos resultados permiten apoyar
algunos resultados preliminares, profundizar el conocimiento alcanzado por algunos
autores (Boquete et al., 2004; Koukounaras y Sfakiotakis, 2007; Vilas-Boas y Kader,

2007), y contradecir los resultados y las conclusiones de otro trabajo que sugiere la
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ausencia de respuesta del kiwi al 1-MCP luego de un periodo prolongado de
conservacion a 0 °C (Kim et al.,, 2001), trabajo que marcd casi una década de
discusiones sobre el tema. Los resultados de esta Tesis muestran que el 1-MCP inhibe
por completo la expresion de los genes KWACS1 y KWACOQO1, tanto en mesocarpo
externo como en la columela, y que el momento de la transcripcion de estos genes se
correlaciona con el correspondiente pico de produccion de etileno (Figura 3.1, Ay 3.3).
Este punto resulta decisivo por cuanto los trabajos previos solamente muestran un
incremento en la acumulacion de transcriptos de KWACS1 y KWACOL1 durante la
maduracion del kiwi, sin vincular con claridad dicho incremento con la accién del
etileno y sin verificar los alcances de la accion del 1-MCP durante la maduracion
(Whittaker et al., 1997; Xu et al., 2000). Por otro lado, y profundizando los resultados
presentados por la literatura previa en referencia a la inhibicion de la acumulacion de
ARNmM de KWACS1 y KWACOL1 por el 1-MCP en Actinidia sp. (Wittaker et al., 1997,
Xu et al., 1998), los resultados de esta Tesis ponen de manifiesto la existencia de una
regulacion positiva de la produccion de etileno, concluyendo en que la expresion de los
genes asociados a este proceso estan bajo la regulacion del Sistema 2 caracterizado por

una retroalimentacion positiva.

2) Como objetivo 2 se plante6 la identificacion y la clonacién del gen
codificante de la B-Gal en kiwi, y la evaluacion de su expresion como asi también la de
otros genes codificantes de a-Ara/p-Xil, a-Ara, PL y Exp durante el crecimiento, la
maduracion y el ablandamiento de los frutos, tanto en mesocarpo externo como en
columela. A partir de ese objetivo se formuld la hipotesis 2, a saber: “existen distintos
genes putativamente codificantes de las enzimas pB-Gal, a-Ara/p-Xil, a-Ara, PL y Exp
de la pared celular, cuya expresion es diferente segin el estado ontogénico, el
tejido/6rgano objeto de estudio y el grado del ablandamiento del fruto”. Esta hipdtesis
se corrobora en virtud de los resultados obtenidos con los experimentos 4, 5y 6. En
efecto, en esta Tesis se clono el primer gen AAGALL putativamente codificante de B-Gal
en kiwi (experimento 4), cuya secuencia mostré alta homologia con B-Gal de otros
frutos como tomate (Smith and Gross, 2000), pera (Mwaniki et al., 2005) y papaya
(Othman et al., 2011), entre otros. Su expresion génica durante la ontogenia del kiwi y
durante los ensayos de postcosecha vincula a este gen principalmente con la Fase 1V, en
particular con los Estadios 1 y 3 de maduracién y ablandamiento tanto en mesocarpo

externo como en columela, y también con el Estadio 2 en columela (Figura 3.19, 3.20 y
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3.22). También se verifica en esta Tesis la expresion en kiwi de AJARF1, AJARF/XYL1,
y AdPL1, genes de los que se obtuvo por vez primera las secuencias parciales putativas,
evaluandose sus expresiones conjuntamente con las de dos genes codificantes de Exp,
tanto en mesocarpo externo como en la columela a lo largo de toda la ontogenia y
durante la maduracion del fruto kiwi (Figuras 3.19, 3.20 y 3.22). AdARF1 y
AdARF/XYL1, putativamente codificantes de las enzimas a-Ara y a-Ara/B-Xil en Kiwi,
Se expresan —con escasas excepciones— durante toda la ontogenia y durante todos los
ensayos de postcosecha. Estos patrones de expresion de AJARF1 y AJARF/XYL1 no se
observan exclusivamente en Kkiwi: recientemente se encontraron patrones similares en
durazno (Di Santo et al., 2009), en frutilla (Rosli et al., 2009) y en tomate (Itai et al.,
2003), aunque con diferencias en cuanto a los niveles de acumulacion de transcriptos de
cada especie y variedad en particular. Por su parte, AdPL1 resultd ser un gen
putativamente codificante de la enzima PL, cuya expresion se produce en momentos
muy precisos de la ontogenia del kKiwi: en la expansion celular que ocurre luego de la
multiplicacion en la Fase I, y en la Fase IV de maduracion, con expresion ligera en
mesocarpo externo en el Estadio 1 (dia 175) y, principalmente, en el Estadio 3 de
ablandamiento del mesocarpo. Llamativamente, en columela se expresa durante los
Estadios 2 y 3, aungue con expresion maxima coincidente con el pico de etileno. Los
genes AdEXP1 y AdEXP2 son putativamente codificantes de Exp. Yang et al. (2007)
solamente indicaron que AdEXP1 y AdEXP2 de Kiwi se expresan durante la maduracion
del fruto. Esta Tesis establece que ambos genes se expresan tanto en el crecimiento
como en la maduracion, y tanto en el mesocarpo externo como en la columela (Figura
3.19, 3.20). Consecuentes con su funcion aparente, las mayores acumulaciones de sus
transcriptos se verifican en los momentos de expansion celular (sobre todo en la Fase | y
I11 de la ontogenia) y en la maduracion (Fase 1V), particularmente en los Estadios 1 y 3.
Llamativamente, ADEXP1 se expresa, en mayor 0 menor grado, en todas las fases —tanto
en mesocarpo externo como en columela—. En cambio, en la columela, AAEXP2 sélo se
expresa durante la Fase 1V de la maduracidn. La expresidn destacada de ambos genes en
los Estadios 1 y 3 sugiere fuertemente su papel en el hinchamiento de la pared celular
que, en el caso del kiwi, se verifica tanto in vivo como in vitro. Por ello, es posible su
intervencién en el debilitamiento de las interacciones glicano-glicano —interactuando en
la interfase celulosa-glicanos de matriz— y/o en la solubilizacién de las pectinas que

precede a su despolimerizacion.
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3) Como objetivo 3 se planted el estudio de la modulacion de la expresion de los
genes de B-Gal, a-Ara/B-Xil, a-Ara, PL y Exp en kiwi, bajo diferentes condiciones de
manejo en postcosecha (exposicion o no al etileno y al 1-MCP). A partir de ese objetivo
se formuld la hipotesis 3, a saber: “la expresion de los genes codificantes de B-Gal, a-
Ara/B-Xil, a-Ara, PL y Exp podria resultar modulada por diferentes reguladores del
crecimiento (etileno y 1-MCP) durante el ablandamiento del kiwi”. Esta hipétesis es
aceptada en general para los genes codificantes de B-Gal, PL y Exp debido a los
resultados obtenidos en el experimento 7, no asi para los genes codificantes de a-Ara/p-
Xil'y a-Ara. En efecto, AAARF1 y AJARF/XYL1 muestran una variacion muy pobre de
sus expresiones ante la aplicacion de etileno y 1-MCP (Figura 3.24) lo que permite
aseverar que se tratan de genes cuya regulacion es independiente del etileno. En cambio,
AdGAL1 muestra una rapida respuesta a la presencia de etileno (3-6 h) y una
practicamente nula presencia de transcriptos ante la aplicacion de 1-MCP, lo que
sugiere que su expresion es dependiente del etileno (Figura 3.24). AdPL1 se expresa
fuertemente 24 h después de la aplicacion de etileno, y no manifiesta acumulacion de
transcriptos ante la aplicacion de 1-MCP (Figura 3.24). Esto permite suponer que se
trata de un gen al menos parcialmente dependiente del etileno. Finalmente, se verifica
una importante acumulacion de transcriptos de AdEXP1 en solo 3 h (Figura 3.24). La
expresion de este gen en respuesta a la aplicacion de etileno también fue verificada por
Yang et al (2007), quienes registraron incrementos en los niveles de expresion a partir
de las 6 h. La modulacion positiva y extremadamente rapida por etileno y la inhibicion
de su expresion por 1-MCP probada en esta Tesis permite calificar a AAEXP1 como un
gen altamente sensible al etileno y habilita la suposicion de que la expresion de este gen
es al menos parcialmente dependiente del etileno, ya que también se expresa en

momentos de la ontogenia en que la biosintesis de etileno es practicamente nula.

Las hipotesis planteadas en esta Tesis permitieron evaluar en forma conjunta el
efecto del 1-MCP y algunas modulaciones importantes producidas por el etileno, no
solo en referencia a la maduracién en general, sino también a nivel de la pared celular

del kiwi en particular.
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5.2. Contribuciones de esta Tesis: relevancia para el estado actual del

conocimiento

A continuacion se resumen los principales aportes de esta Tesis al conocimiento

del crecimiento, maduracion y ablandamiento de los Kiwis.

El tratamiento con 1-MCP, efectuado inmediatamente después de la cosecha,
retarda notablemente el ablandamiento del kiwi e inhibe la produccion de etileno. No
obstante, la magnitud de estos efectos es altamente dependiente de la regién de cultivo.
Por lo tanto, resultan esperables diferentes respuestas a la aplicacion de esta tecnologia
de postcosecha, dependiendo de los factores del cultivo. En razon de ello, la aplicacién
de 1-MCP debe ajustarse segun las caracteristicas propias del producto obtenido en cada
region/monte frutal. Los kiwis, conservados a 0 °C durante 40, 80 o 120 d, y luego
tratados a 0 °C con 1-MCP vy transferidos a 20 °C para su almacenamiento, muestran
una inhibicion de la produccion de etileno y el concomitante aplazamiento del
ablandamiento durante su maduracion a 20 °C. La efectividad del 1-MCP es més baja a
medida que los frutos se ablandan, pero el kiwi todavia desencadena una respuesta al 1-
MCP en estadios muy avanzados de pérdida de firmeza (10-15 N), lo cual habilita su
inclusion entre los frutos de mejor respuesta al 1-MCP. EI 1-MCP bloquea ampliamente
los incrementos en los niveles de los transcriptos de KWACS1 y KWACOL, relacionados
con la maduracion de kiwis que previamente fueron expuestos 0 no a condiciones de
bajas temperaturas. Esto sugiere la existencia de una regulacion positiva de la
produccién de etileno. ElI 1-MCP retrasa la pérdida de firmeza en frutos de diferentes
estadios de maduracion pero no inhibe completamente el ablandamiento. De este modo,
las aplicaciones de 1-MCP con las concentraciones adecuadas pueden ser una
herramienta util en todos los casos, ya que no alteran la calidad del fruto en términos de
una retencién excesiva de la firmeza. Por otra parte, el 1-MCP acredita ser una
herramienta valiosa para identificar factores dependientes y no dependientes del etileno

en cualquier estadio del proceso de ablandamiento del Kiwi.
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Fases de crecimiento y

desarrollo

Evento relacionado al
metabolismo de la
pared celular

Expresion génica
potencialmente
vinculada al evento

Fase I: Multiplicacion

celular

Expansion inicial de la
pared celular

* Expresion de AdEXPly
AdEXP2 (esta Tesis)

« Aumento de expresion de
AdPL1 (esta Tesis)

Fase II: ‘Plateau’

Disminucién de la tasa de
expansion de la pared
celular

Posible reorganizacion de
la pared celular

« Caida de expresion de
AdEXP2 (esta Tesis)

« Ligera expresion de AdGAL1
(esta Tesis)

Fase I11I: Crecimiento

Crecimiento rapido del

« Expresion de AdEXP1y

rapido mesocarpo AdEXP2 (esta Tesis)
Fase IV: Estadio Degradacion de almiddn  Genes vinculados con el
Maduracion 1 metabolismo del almiddn
(Atkinson et al., 2011)
Relajacion de la pared * Elevada expresion de AdEXP1
celular y AdEXP2 (esta Tesis)
Pérdidas de galactosa y * ADGAL1 (esta Tesis)
arabinosa en maduracion » AdARF1 (esta Tesis)
Elevada * El gen codificante de un
metildesesterificacion de inhibidor de la PME podria
pectinas interrumpir la
desesterificacion al expresarse
por accion del etileno
(Atkinson et al., 2011)
Estadio Continuacidn, a tasa + Caida de expresion de
2 menor, de la relajacion de AdEXP1, ADEXP2 (esta Tesis)
la pared celular
Degradacion de pectinas * CKPGC (Wang et al., 2000)
solubles y reduccion del  Gen codificante de xilanasa
PM de los xiloglucanos (Atkinson et al., 2011)
Estadio  Produccion de etileno + KWACS1, KWACO1
3 enddgeno (Whittaker et al., 1997; Xu et

Dilatacion maxima de la

pared celular, masiva
solubilizacion de pectinas,
despolimerizacion de

poliurénidos y pérdida de
galactosa; pérdida de la
lamina media
desintegracion de la pared
celular

al., 2000; esta Tesis)

« AdEXP1, AdEXP2 (Yang et
al., 2007; esta Tesis)

» CkPGA, CKPGB, CkPGC
(Wang et al., 2000; Atkinson
et al., 2011)

* AdGAL1 (esta Tesis)

y « AdPL1 (esta Tesis)

Cuadro 5.1 Vinculacion entre las distintas fases del crecimiento y desarrollo del Kiwi,

algunos eventos metab6licos de su pared celular y la expresion de genes potencialmente

relacionados.
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Previa clonacion total o parcial de los genes AJGAL1, AdARF1, AJARF/XYL1 y
AdPL1 vinculados al metabolismo de la pared celular, a los que se sumo la evalucién de
AdEXP1 y AdEXP2, esta Tesis procedid a la ampliacion del conocimiento de la
expresion génica relativa a dicha pared, explicando en parte los hechos que tienen lugar
en las fases I, 11 y Il del crecimiento y varios efectos observados durante las distintas
etapas de la maduracién (todo lo cual fue ampliamente discutido en el capitulo 4 y
resumido en el Cuadro 5.1). Ademas, utilizando las ventajas operativas que ofrece el 1-
MCP en kiwi, se enfoco la posible regulacion del etileno de los distintos genes
estudiados, ampliando significativamente el estado del conocimiento al presente
(Cuadro 5.2). Visiblemente, esta Tesis alcanzd excelentes resultados en la deteccion de
potenciales genes de pared dependientes del etileno, entre los que se destacan AdEXP1,
AdEXP2 y AdGAL1 (Cuadro 5.2), como se detallo en la discusion.

Gen Tiempo de exposicion al etileno Referencia
hasta la expresion del gen (h)

AdEXP1 3 Esta Tesis

AdEXP2 3 Esta Tesis

AdGAL1 3 (trazas), 6 (maximo) Esta Tesis

PG (EST260725) 12 Atkinson et al. (2011)
AdPL1y EST245817 24 Esta Tesis y Atkinson

et al. (2011)

PMEi (EST191682) 24 Atkinson et al. (2011)
Xilosidasa (EST228432) 168 Atkinson et al. (2011)
Glucanasa (EST310095) 168 Atkinson et al. (2011)

Cuadro 5.2 Estado del conocimiento de la posible dependencia del etileno de genes

vinculados a la pared celular.

AdGALL1 es el primer gen clonado putativamente codificante de f-Gal en Kiwi.
Su expresion podria ser al menos parcialmente responsable de las grandes pérdidas de
galactosa que experimenta la pared celular del kiwi, y los resultados obtenidos en esta
Tesis justifican estudios posteriores mas exhaustivos. AJARF1 y AdARF/XYL1 podrian
vincularse con el metabolismo de la arabinosa (despolimerizacion y sintesis de novo)
que ocurre en la pared celular durante su desarrollo. AdPL1 es un gen putativamente
codificante de la enzima PL, los momentos de su expresion, particularmente durante el
ablandamiento, sugieren su participacion en la despolimerizacion de las pectinas, que
ocurre con mayor intensidad en el Estadio 3 de la maduracion. AdEXP1 y ADEXP2 son

genes putativamente codificantes de Exp cuya expresion se enlaza (particularmente en
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el caso de AEXP2) con los ciclos de expansion y relajacion de la pared celular. En
conjunto, los resultados de la presente Tesis han permitido establecer una aproximacion
de los potenciales agentes causales de los sucesivos cambios que experimenta la pared
celular antes y durante la produccién autocatalitica del etileno y el alcance de su
dependencia de esta fitohormona gaseosa.

5.3. Perspectivas

A diferencia de lo que sucede en otros frutos, la demostracion en esta Tesis de
que el ablandamiento del kiwi puede ser bloqueado cuando el fruto alcanza la madurez
de consumo permite prever la extension del tiempo de comercializacion antes que el
fruto torne en sobremaduro. Asi, esta Tesis confirma al 1-MCP como una herramienta
excelente por su facilidad de uso y su versatilidad, que ademas posibilitara un analisis

mucho mas exhaustivo de los procesos de maduracion organoléptica del kiwi.

Durante la escritura de esta Tesis, Atkinson et al. (2011) mostraron resultados
promisorios con una linea transgénica de kiwi antisentido para la enzima ACO. Los
autores sefialaron que una de las lineas obtenidas no produce etileno detectable. En esa
linea se observan dos etapas del ablandamiento: un primer y segundo estadio en los
cuales el ablandamiento rapido del fruto no resulta bloqueado, y un tercer estadio en el
cual, blogueada la sintesis autocatalitica de etileno, el ablandamiento resulta
fuertemente inhibido. Sin embargo, esta Tesis mostré que el 1-MCP, inhibidor de la
accion del etileno, resulta eficiente en la inhibicion del ablandamiento también en los
primeros estadios de rapida caida de la firmeza. Esto plantea a futuro un interrogante
sobre los alcances precisos del bloqueo de la ACO en los kiwis transgénicos,
particularmente por la muy elevada sensibilidad del kiwi al etileno. A partir del trabajo
de Atkinson et al. (2011) y de esta Tesis, no quedan dudas de que el etileno juega un
papel determinante en la etapa final del ablandamiento del kiwi. Sin embargo, a partir
del uso del 1-MCP, esta Tesis plantea un nuevo desafio: que el fruto no sélo es sensible
al etileno desde el primer estadio de maduracidn, sino que es el etileno el que sincroniza
y eventualmente acelera la maduracion desde sus inicios (aun antes de la produccién de
etileno autocatalitico), mientras que su bloqueo completo inhibe la maduracion en esa

etapa preclimatérica, contradiciendo parcialmente lo hallado por Atkinson et al. (2011).
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Finalmente, esta Tesis no s6lo permitié avances originales en temas basicos
relativos a la fisiologia del desarrollo y del ablandamiento del kiwi, la expresion de
genes asociados y su modulacién por etileno y 1-MCP. La elucidacién de la capacidad
del 1-MCP de prolongar la vida en postcosecha del kiwi, incluso con niveles avanzados
de ablandamiento, constituye un desarrollo de aplicacion tecnoldgico-industrial con
perspectivas Unicas para la comercializacion del producto ya que, empleado bajo los
protocolos especificados, el 1-MCP permite extender de forma sustantiva el
almacenamiento del kiwi una vez alcanzadas las condiciones organolépticas (sabor,

aroma y firmeza) 6ptimas para su consumo, es decir, sin detrimento de su calidad.
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