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Resumen

La papaya (Carica papaya L.) es un cultivo de gran importancia que presenta
algunos problemas durante su maduracién ya que el rapido suavizamiento del
fruto en esta etapa reduce su vida util. Dicho suavizamiento se ha relacionado con
degradacion o modificacion de paredes celulares, debido a la actividad de
enzimas hidrolasas y otras proteinas asociadas a la pared celular. El estudio,
entendimiento y eventual regulacién del proceso de suavizamiento de los frutos
permitiria buscar alternativas para incrementar la vida util de los mismos. El
objetivo de este trabajo fue determinar y comparar el patrén de transcripcion de
cuatro genes involucrados en el suavizamiento de frutos de papaya y un gen
candidato para la enzima ACC deaminasa durante el proceso de maduracién y en
relacion con la aplicacion de diferentes tratamientos poscosecha, asi como
correlacionar la transcripcion de dichos genes con la pérdida de firmeza de los
frutos. Para ello, se utilizaron frutos de papaya del hibrido “Pococi” (con un grado
de maduracion 1-2) tratados con etileno (275-300 ppm), 1-metilciclopropeno (1-
MCP, 300 ppb) o sin tratar. Dichos frutos se colocaron en camara de maduracién
por 11 dias (18-20°C, 95% H.R). Durante el periodo de evaluacion se determiné
firmeza (N) y color (L*, a* y b*) de la pulpa y la cascara; pH, acidez titulable y
sdlidos solubles de la pulpa; ademas se extrajo ARN de la pulpa y la cascara de
cinco frutos para cada tratamiento. Posteriormente, se determiné el patron de
acumulacién de transcritos de los genes que codifican para poligalacturonasa,
endoxilanasa, pectinesterasa, expansina y un gen candidato para la ACC
deaminasa mediante PCR en tiempo real. Los tratamientos presentaron
diferencias en cuanto a cambio de firmeza, color, pH, acidez titulable y patron de
acumulacién de transcritos de diferentes genes. La acumulacién de transcritos de
los genes de las enzimas poligalacturonasa y endoxilanasa se correlacion6
negativamente con la firmeza de la pulpa y la cascara de frutos de papaya;
mientras que la acumulacion de transcritos del gen de la pectinesterasa se
correlaciond positivamente con la firmeza de la cascara. Los resultados sugieren
que el 1-MCP, al bloquear irreversiblemente el sitio de unidén del etileno a su
receptor, podria retardar la maduracion y el suavizamiento de los frutos de papaya
mediante una posterior inhibicién de la transcripcion de los genes que codifican
para la poligalacturonasa y la endoxilanasa. Adicionalmente, el etileno exdgeno
podria inducir la transcripcion de un gen candidato para una enzima ACC
deaminasa en papaya.
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Review

Papaya (C. papaya L.), an economically important crop, shows several problems
during fruit ripening mainly caused by a quick softening that reduces its shelf life.
This softening is directly related to degradation and modification of cell walls, due
to activity of hydrolases and other enzymes related to the cell walls. Therefore,
studying, understanding and, eventually, regulating the softening process are
important to increase papaya’s shelf life. The main objective of this work was to
determine and compare the transcription pattern of different genes involved in
papaya’s fruit softening and one putative gene for the enzyme ACC deaminase
during the ripening process and in relation to postharvest treatments, through real
time PCR, and also to correlate the transcription of these genes with the softening
process of the fruits. Papaya fruits (“Pococi” hybrid) were selected (ripening grade
1-2) and subjected to different treatments: control, ethylene (275-300 ppm) and 1-
methylcyclopropene (1-MCP, 300 ppb). The fruits were stored for 11 days at 18-
20°C and 95% relative humidity. During the evaluation period, firmness (N) and
color (L*, a* b*) of pulp and peels were determined; pH, titratable acidity and
soluble solids of pulp were also measured; and RNA from pulp and peels of five
fruits per treatment was extracted. Subsequently, the pattern of transcripts
accumulation for polygalacturonase, endoxylanase, pectinesterase, expansin and
one putative gene for the enzyme ACC deaminase were determined using real
time PCR. Treatments showed differences in terms of firmness, color, pH,
titratable acidity and pattern of transcripts accumulation for different genes. The
transcript accumulation for polygalacturonase and endoxylanase genes negatively
correlated with the firmness of the pulp and peels of papaya fruits; whereas the
transcript accumulation for the pectinesterase gene was positively correlated with
this characteristic. These results suggest that 1-MCP, by blocking the ethylene
binding site to its receptor in an irreversible way, might retard ripening and
softening of the papaya fruits and therefore transcription of polygalacturonase and
endoxylanase genes might be subsequently inhibited. Moreover, the application of
ethylene can induce the transcription of one putative gene for the enzyme ACC
deaminase in papaya.
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Introduccion

La papaya (Carica papaya L.) es un cultivo frutal de gran importancia econémica a
nivel internacional. El fruto de papaya es consumido como fruta fresca en muchos
paises del mundo y presenta un alto potencial para ser industrializado (Manshardt
y Drew, 1998; Teixeira da Silva et al., 2007; Yeh et al., 2007). Costa Rica es un
pais productor y exportador de frutos de papaya. Actualmente, Costa Rica cuenta
con un hibrido de papaya conocido por el nombre de “Pococi’, el cual retne
caracteristicas favorables para su produccién y cultivo (Mora y Bogantes, 2004).
Segun el Consejo Nacional de Produccion, para el afio 2010, el 60% del area de
cultivo a nivel nacional fue sembrada con este hibrido y el total de las
exportaciones del cultivo sumaron 1.974.800 kg con un valor de US$ 1.223.758
(Mora y Bogantes, 2011).

A pesar de la importancia del cultivo y de los esfuerzos en mejoramiento genético,
la comercializacion de la papaya presenta limitaciones relacionadas con el
proceso de maduracion. El rapido suavizamiento de los frutos durante la
maduraciéon aumenta la susceptibilidad a dafios mecanicos y ataques de agentes
patégenos, reduciendo su vida poscosecha (Chen et al., 2007). Las pérdidas
poscosecha en este cultivo se estiman para Costa Rica en un 30%, de las cuales
el 16% corresponde a pérdidas en fincas, 5% a pérdidas durante el transporte y
12% durante la comercializacion (Arauz y Mora, 1983; Saborio et al., 2000). Por lo
tanto, el estudio, entendimiento y control del proceso de suavizamiento es
necesario para incrementar su vida poscosecha.

El suavizamiento de la papaya, asi como el de otros frutos, se ha relacionado con
la degradacion o modificacion de paredes celulares por parte de enzimas
hidrolasas y de otras proteinas asociadas a la pared celular, asi como a la sintesis

y sensibilidad de los frutos a 1a hormona etileno (Chen et al,, 2007; Sanudo-
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Barajas et al., 2008b; Shiga et al.,, 2009; Thumdee et al., 2010). Algunas de las
enzimas hidrolasas que participan en este proceso son poligalacturonasa, pectin-
metilesterasa, glucanasa, endoglucanasa, galactosidasa, xilosidasa vy
endoxilanasa (Lazan et al., 1995; Chen et al., 2007; Razali et al., 2007; Thumdee
et al., 2007 y 2010). Otra proteina de la pared celular que se ha relacionado con el
proceso de suavizamiento de frutos de “papaya de montana” (Vasconcellea
pubescens A.DC.) mediante la expansion de las paredes celulares, es la
expansina (Cosgrove, 2005, Gaete-Eastman et al., 2009). Adicionalmente,
algunas enzimas, entre ellas la ACC (acido 1-amino-ciclopropano-carboxilico)
deaminasa, pueden desviar el ACC de la ruta de sintesis del etileno, interrumpir
su biosintesis y retrasar el suavizamiento del fruto (Plett et al., 2009).

A pesar de que se han identificado y aislado algunos genes involucrados en el
proceso de suavizamiento de la papaya, entre ellos los de enzimas hidrolasas y el
de una proteina expansina (Chen y Paull, 2003; Devitt et al., 2006; Manenoi y
Paull, 2007b; Fabi et al., 2009; Gaete-Eastman et al., 2009; Fabi et al., 2010),
muchos de los estudios realizados sobre ablandamiento, calidad y efecto de los
tratamientos poscosecha en frutos, se enfocan en la medicion de la actividad o
deteccidén de dichas enzimas y no se reporta ningun estudio de la dinamica de
expresion de estos genes durante la maduracion de los frutos de papaya “Pococi”.
Tampoco se reporta ningun estudio sobre la presencia de una enzima con
actividad ACC deaminasa en C. papaya ni el aislamiento de su gen

correspondiente.

Este estudio pretende incrementar el conocimiento de. los patrones de
transcripcion de genes implicados en el ablandamiento de frutos de C. papaya L.
(variedad “Pococi”) sometidos a diferentes tratamientos poscosecha, por medio

de la técnica de PCR en tiempo real.



Marco tedrico

Papaya (Carica papaya L.)

La papaya (C. papaya L.) es una planta herbacea dicotiledénea perteneciente a la
familia Caricaceae. Dentro de esta familia, el género Carica comprende a la
especie C. papaya, la cual se encuentra distribuida en las regiones tropicales y
subtropicales del continente americano (Manshardt y Drew, 1998; Kyndt et al,
2005; Texeira da Silva et al., 2007; Yeh et al., 2007).

Las plantas de papaya constan de un unico tallo herbaceo, erecto, con una
corona de hojas grandes, lobuladas, de disposicion espiral en su extremo
superior. Sus flores se agrupan en inflorescencias que se originan en las axilas de
las hojas, y pueden ser femeninas, masculinas o hermafroditas. Los frutos de
papaya son carnosos y se asemejan a los frutos del melén. Su forma es
dependiente de su origen: los frutos provenientes de plantas con flores femeninas
son esféricos mientras que los provenientes de plantas hermafroditas son
ovalados. Estos ultimos son preferidos para el consumo ya que, en relacién con
los frutos femeninos, presentan menor cantidad de semillas y mayor grosor de la
pulpa (Yeh et al., 2007).

Actualmente, la papaya es un cultivo frutal de gran importancia econémica a nivel
internacional. El fruto de papaya, ademas de ser consumido como fruta fresca,
tiene un gran potencial para ser industrializado, ya que presenta alto contenido de
vitaminas y minerales, carotenoides, compuestos volatiles, latex y enzimas
proteoliticas, lo cual lo convierte en un cultivo de interés (Manshardt y Drew, 1998;
Texeira da Silva et al., 2007; Yeh et al., 2007, Schweiggert ef al., 2011a).

Costa Rica es un pais productor y exportador de frutos de papaya, principalmente
hacia Canada, Estados Unidos, Bélgica, Nicaragua y Holanda. Segun el Consejo

Nacional de Produccion, para el afio 2011 el 77,92% de las exportaciones totales
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se destinaron a Canada, el 8,99% a Estados Unidos, el 8,67% a diferentes paises
de Europa y el 4,42% a Nicaragua (CNP, 2012).

A pesar de la importancia del cultivo de la papaya, la comercializacién de los
frutos presenta gran cantidad de limitaciones fisiologicas relacionadas con su
proceso de maduracion, lo cual afecta el transporte, almacenamiento vy
distribucion de los mismos. En Costa Rica, las pérdidas poscosecha de papaya se
estiman en un 30%, del cual 16% corresponde a pérdidas en las fincas, 5% a
perdidas durante el transporte y 12% durante su comercializaciéon (Arauz y Mora,
1983; Saborio et al, 2000). Por lo tanto, el desarrollo de investigaciones
asociadas al proceso de maduracion de frutos de papaya es de gran interés
(Chen et al., 2007, Yeh et al., 2007).

Maduracion de frutos de papaya

El proceso de maduracion de frutos involucra una serie de cambios fisiologicos
coordinados, que conducen a la abscision y senescencia de los mismos. La
papaya es un fruto climatérico que empieza a madurar cuando aun se encuentra
unido a la planta. Su maduracién se encuentra asociada al incremento en la
respiracion celular y produccion de etileno (Zhang y Paull, 1990; Purwoko et al.,
2002; Lopez-Gomez et al., 2004).

Adicionalmente, los procesos fisioldgicos asociados a la maduracion de frutos
ocasionan cambios en el color, sabor, y textura de la fruta. Asi, la papaya cambia
progresivamente de color verde a amarillo o naranja, incrementa el contenido de
azucares y se empieza a suavizar la pulpa como consecuencia de la degradacién
o modificacion de las paredes celulares durante el periodo de maduracion (Zhang
y Paull, 1990; Cano et al., 1996; Krongyut et al., 2008 y 2009; Shiga et al., 2009).

El répido suavizamiento del fruto posiblemente aumenta la susceptibilidad a

dafnos mecanicos y ataques por parte de organismos patogenos, reduciendo la
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vida poscosecha del mismo. Por lo tanto, el estudio, entendimiento y control del
proceso de suavizamiento podria incrementar la vida poscosecha de la papaya
(Chen et al., 2007).

El etileno (C;Hs) es una molécula gaseosa sintetizada en las plantas a partir del
aminoacido metionina. Este aminoacido es adenosilado por la enzima S-
adenosilmetionina (SAM) sintetasa a SAM y esta es posteriormente convertida en
ACC (Figura 1). Este ultimo a su vez es metabolizado a etileno, el cual participa
en diversos procesos fisiolégicos que ocurren en las plantas, incluyendo muchos
de los cambios que ocurren durante la maduracion de los frutos (Wang et al.,
2002; Handa et al., 2012).
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Figura 1. Ruta metabdlica para la sintesis del etileno (modificado de Wang et al.,
2002).
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Para retrasar la maduracion e incrementar la vida poscosecha de la papaya se
han empleado sustancias que blogquean la percepcion del etileno y se han
estudiado y caracterizado las enzimas responsables de la sintesis del mismo
(ACC sintetasa y ACC oxidasa), con el fin de poder modificar genéticamente esta
planta (Neupane et al., 1998; Laurena et al. 2002; Magdalita et al., 2002; Lopez-
Goémez et al., 2004 y 2009).

Neupane et al. (1998) y Laurena et al. (2002) realizaron la caracterizacién
molecular de las enzimas ACC sintetasa y ACC oxidasa en papaya, y estudiaron
su expresion en relacion con la maduracion de la fruta. Ademas, Neupane et al.
(1998), Laurena et al. (2002) y Magdalita et al. (2002) transformaron plantas de
papaya con una secuencia antisentido de una enzima ACC sintetasa para reducir

la sintesis de etileno y retrasar la maduracién de los frutos.

Lopez-Gdémez et al. (2004) secuenciaron un gen que codifica para una enzima
ACC oxidasa en papaya y relacionaron su expresion con el proceso de
maduracion y sintesis de etileno en el fruto. Este grupo confirmé que, durante la
maduracion de la papaya, se incrementa la sintesis del etileno y ese incremento
se asocia con el aumento de la expresion y actividad de la enzima ACC oxidasa.
Dicha enzima ha sido objeto de silenciamiento por medio de secuencias
antisentido en plantas de papaya, al igual que la ACC sintetasa (Lopez-Gémez et
al., 2009).

Recientemente, Ming et al. (2008 y 2012) demostraron que en el genoma de C.
papaya existen como minimo cuatro genes que codifican para SAM sintetasa,
siete genes que codifican para ACC sintetasa, tres genes que codifican para ACC
oxidasa y seis genes parecidos a los de ACC oxidasa (conocidos como ACC
oxidasa-like). Por lo tanto, la existencia de varios genes en el genoma de C.
papaya para las enzimas que participan en la sintesis de etileno dificultan la
tecnologia del silenciamiento de estos genes. Existe evidencia de que al menos

dos genes para ACC sintetasa y dos genes para ACC oxidasa se expresan en el
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fruto de papaya, en momentos diferentes, y en conjunto contribuyen al proceso de
maduracion (Mason y Botella, 1997; Chen et al., 2003; Lopez-Gomez et al., 2009).

Purwoko et al. (2002) mostraron que la sintesis de etileno y, por tanto, la
maduracion de frutos de papaya, podian retrasarse mediante su tratamiento con
poliaminas. Ellos observaron que el tratamiento de frutos de papaya con
espermidina inhibié el ablandamiento del fruto, el cambio de color, la produccion
de etileno y la actividad de la enzima ACC oxidasa.

También, Moya-Leon et al. (2004) y, mas recientemente, Manenoi y Paull (2007a),
Nimitkeatkai et al. (2008) y Safiudo-Barajas et al. (2008a) han logrado retrasar la
sintesis de etileno, la maduracion y el ablandamiento de frutos de papaya de
montana (Vasconcellea pubescens) y de papaya tropical (C. papaya) mediante la
aplicacion de un inhibidor del receptor de etileno en forma temprana a la sintesis
de la hormona, denominado 1-metilciclopropeno (1-MCP).

Bron y Jacomillo (2009) estudiaron el efecto del bloqueo de la produccién de
etileno, mediante tratamientos con 1-MCP y almacenamiento en frio, en la
maduracién de frutos de papaya del cultivar “Golden™ y concluyeron que el
ablandamiento del fruto, mas que el cambio del color, es dependiente de la
produccion de esta hormona y que existe una determinada concentracion de
etileno a la cual la fruta comienza a perder la firmeza y posteriormente continua
ablandandose.

Todo lo anterior ejemplifica los distintos esfuerzos realizados por diversos grupos
de investigaciéon para comprender el proceso de ablandamiento de los frutos de
papaya, por medio del estudio de las enzimas implicadas en el proceso y sus
derivados, con el fin de ampliar el periodo poscosecha y aumentar la calidad del
fruto.

En tomate, se ha estudiado la interferencia de la sintesis de etileno por medio de
la expresion de la enzima ACC deaminasa (Klee et al.,, 1991). Dicha enzima

interrumpe la sintesis de etileno ya que convierte a su precursor inmediato: ACC
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en acido a-cetobutirico. Klee et al. (1991) transformaron plantas de tomate con el
gen de la ACC deaminasa clonado de una cepa bacteriana denominada 6G5
perteneciente al género Pseudomonas sp. Las plantas que fueron transformadas
produjeron frutos cuya maduraciéon se retrasé significativamente y dichos frutos
permanecieron firmes por mucho mas tiempo que los frutos de las plantas que no
fueron transformadas.

La existencia de genes que codifican para enzimas con actividad ACC deaminasa
no sélo ha sido comprobada en gran cantidad de bacterias (Glick, 2005; Glick et
al., 2007). Debido al gran avance en la secuenciacion genomica de diferentes
especies de plantas, se ha descubierto la presencia de secuencias homélogas a
las secuencias de los genes bacterianos para la ACC deaminasa en plantas (Plett
et al, 2009). En tomate se ha demostrado la existencia de actividad ACC
deaminasa y que dicha actividad varia durante la maduracion de los frutos, a
pesar de que el gen de la enzima no ha sido identificado ni aislado aun, como en
el caso de Arabidopsis thaliana (Plett et al., 2009). En papaya, no se ha reportado
la existencia inherente de actividad ACC deaminasa, tampoco se ha demostrado
ni correlacionado dicha actividad enzimatica con la maduracion de los frutos ni se

ha identificado o aislado algun gen que codifique para la enzima.

Estructura de la pared celular en las células vegetales

Para comprender la serie de eventos responsables de los cambios en la textura
de los frutos durante el proceso de maduracion es necesario comprender la
estructura de la pared celular de las células vegetales. La pared de las células
vegetales esta compuesta principalmente por celulosa (homopolimero de
glucosa), hemicelulosas (heteropolimeros de monosacaridos: glucosa, xilosa,
galactosa, fucosa y arabinosa), pectinas (homopolimeros de acido galacturénico
llamados homogalacturonanos o heteropolimeros de acido galacturénico llamados

ramnogalacturonanos, con la presencia de otros monosacaridos como ramnosa,
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xilosa, galactosa, fucosa, arabinosa, entre otros), proteinas estructurales y lignina
(presente en paredes celulares secundarias). Sin embargo, el arreglo y cantidad
de estos componentes varia entre las diferentes especies vegetales e incluso
entre las células pertenecientes a diferentes tejidos segun su estado de desarrollo
(Brummell y Harpster, 2001; Wolf et al., 2012).

En paredes vegetales primarias, la celulosa se halla en forma de una red de
microfibrillas, que se encuentra unida a las hemicelulosas (xilogucanos o
arabinoxilanos), bien sea por enlaces covalentes, puentes de hidrégeno o por
simple azar durante la sintesis de las microfibrillas de celulosa. A su vez, las
hemicelulosas se encuentran unidas a las pectinas (homogalacturonanos o
ramnogalacturonanos) y estas Ultimas se encuentran unidas entre si por medio de
calcio o boro. Durante la fase de crecimiento de las células vegetales, la pared
celular se expande gracias a la presencia de grupos metilo en las pectinas
(Cosgrove, 2005).

Enzimas responsables del suavizamiento de frutos de papaya

El suavizamiento de la papaya y de otros frutos durante el proceso de maduraciéon
se ha relacionado directamente con la degradacion o modificacion de paredes
celulares de la pulpa y la cascara mediante el analisis de los carbohidratos y
polisacaridos presentes en extractos y fracciones de pared celular. Durante la
maduracién de frutos de papaya se ha demostrado que las pectinas y otros
polisacaridos de la matriz de celulosa, que forman las paredes celulares, se
solubilizan y depolimerizan facilmente, debido a la pérdida de enlaces entre
azucares, como arabinosa y galactosa con las pectinas, o los xiloglucanos con la
celulosa. El rompimiento de esos enlaces ocasiona que la pared celular se vuelva
porosa y, por ende, enzimas que degradan los polisacaridos tengan mayor acceso
a ellos, produciendo el ablandamiento de la pared celular. Diversas enzimas

hidrolasas y otras proteinas han sido relacionadas con dicho proceso de
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ablandamiento (Chen et al., 2007; Shiga et al., 2009; Safudo-Barajas et al.,
2008b; Thumdee et al., 2010).

Las enzimas cuya actividad se ha asociado con el proceso de ablandamiento de
los frutos de papaya durante la maduracion son: poligalacturonasa, pectin-
metilesterasa o pectinesterasa, B-1,4-glucanasa, B-galactosidasa, xilosidasa vy
endoxilanasa (Chen et al., 2007; Thumdee et al., 2007 y 2010).

Estas enzimas degradan diferentes componentes de la pared celular. Las
poligalacturonasas degradan los enlaces galacturénicos de las pectinas. Las
pectin-metilesterasas o pectinesterasas remueven los grupos metilo de las
pectinas esterificadas. Las glucanasas catalizan la hidrélisis de los enlaces
glucosidicos (B-1,4) de glucanos. Las galactosidasas hidrolizan los residuos
galactosil terminales no reductores en galactanos. Las endoxilanasas catalizan la
hidrélisis de enlaces internos (B8-1,4) de los xilanos y las xilosidasas catalizan la
hidrélisis de enlaces terminales (B-1,4) de los xilanos (Thumdee et al., 2007).

Lazan et al. (1995) determinaron que los tejidos de frutos de papaya del cultivar
‘Eksotika” se suavizan diferencialmente. La parte interna del mesocarpo se
suaviza y pierde firmeza rapidamente en comparacion con la parte externa. Dicho
suavizamiento se correlacioné de forma inversamente proporcional con la
actividad de las enzimas [B-galactosidasa, pectin-metilesterasa vy
poligalacturonasa; dado que los frutos perdian su firmeza a medida que

aumentaba la actividad catalitica de las enzimas mencionadas.

Thumdee et al. (2007 y 2010) estudiaron la actividad enzimatica de las hidrolasas
pectin-metilesterasa, B-galactosidasa, endoglucanasa, endoxiianasa, B-xilosidasa
y poligalacturonasa, durante la maduracion de frutos de C. papaya L. cv. “Sunset”
y su relacion con el proceso de suavizamiento en frutos tratados y no tratados con
1-MCP. Como resultado, lograron correlacionar de manera inversamente
proporcional la actividad de las enzimas [B-galactosidasa, endoglucanasa,

endoxilanasa y B-xilosidasa con el ablandamiento de los frutos no tratados con 1-
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MCP. A medida que los frutos se ablandaban, la actividad enzimatica de dichas
enzimas era mayor y viceversa. Sin embargo, no lograron correlacionar la
actividad de la poligalacturonasa con el ablandamiento de los frutos. A medida
que los frutos se ablandaban, la actividad de la poligalacturonasa permanecio6
relativamente constante, tanto en los frutos tratados con 1-MCP como en los no
tratados. Por otro lado, los investigadores encontraron que la actividad enzimatica
de la pectin-metilesterasa, parecia ser mayor en frutos tratados con 1-MCP que
en frutos no tratados. Adicionalmente, confirmaron que la actividad de la enzima
endoxilanasa era totalmente suprimida en los frutos tratados con 1-MCP y que
dicha enzima es clave durante el proceso de ablandamiento de los frutos.

Razali et al. (2007) evaluaron la calidad de frutos de papaya del cultivar “Sekaki”
en cuanto a peso, firmeza, contenido de acido ascorbico y actividad de las
enzimas a-galactosidasa, B-galactosidasa y pectin-metilesterasa durante el
proceso de maduracién. Ellos determinaron que la firmeza comenzaba a disminuir
rapidamente una vez que el fruto presentaba un 50% de amarillamiento. Ademas,
que la actividad de la a-galactosidasa comenzaba a incrementar
exponencialmente cuando el fruto presentaba un 25% de amarillamiento, mientras
que la actividad de las enzimas [-galactosidasa y pectin-metilesterasa
incrementaba exponencialmente cuando el fruto presentaba un 50% de
amarillamiento. Los resultados anteriores sugieren que las diferentes enzimas
contribuyen al suavizamiento del fruto de papaya e influyen en la calidad del

mismo.

Manenoi y Paull (2007b) cuantificaron la expresion del gen que codifica para la
enzima endoxilanasa, la cantidad de enzima presente y su actividad, en cultivares
de papaya con diferentes patrones de ablandamiento del fruto, asi como en frutos
tratados con 1-MCP. Los diferentes cultivares presentaron un patrén de expresion
similar para el gen de la enzima, asi como, cantidad de enzima y actividad.

Durante el proceso de maduracion, la expresion del gen de la endoxilanasa, la
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cantidad de enzima producida y su actividad aumentaron. Sin embargo, lo anterior

no se observoé en los frutos tratados con 1-MCP.

Una proteina sin actividad catalitica que ha sido asociada con el proceso de
ablandamiento de la pared celular de frutos de papaya de montafa (Vasconcellea
pubescens) durante la maduracién es la expansina (Gaete-Eastman et al., 2009).
Esta proteina induce la expansién y relajacion de las paredes celulares mediante
la interrupcién de puentes de hidrégeno entre las microfibrillas de celulosa y otros
polisacaridos de la pared (hemicelulosas y pectinas), permitiendo el acceso de
diferentes enzimas hidrolasas a sus diferentes sustratos (Cosgrove, 2005; Gaete-
Eastman et al., 2009). Gaete-Eastman y colaboradores (2009) secuenciaron un
gen de expansina en V. pubescens, estudiaron su expresion durante la
maduracion del fruto y su relacién con la produccién de etileno. El grupo concluyé
que este gen se expresaba durante el proceso de maduracion como respuesta a
la sintesis de etileno y, por ende, participaba en el ablandamiento del fruto. Sin

embargo, estos resultados no han sido confirmados en C. papaya L.

Actualmente, muchos de los estudios realizados acerca del ablandamiento y
calidad de frutos de C. papaya L. se enfocan en la mediciéon de la actividad o
deteccion de las enzimas hidroliticas responsables de la degradacion de la pared
celular y la determinacion del grado de firmeza de los frutos. A pesar de que se
han identificado genes involucrados en el proceso de maduracién de papaya,
entre ellos los de las enzimas hidrolasas de la pared celular (Devitt et al., 2006), y
se ha estudiado la transcripciéon de algunos de estos genes en las variedades de
papaya “Golden” (Fabi et al,, 2009, 2010 y 2012) y “Sunset” (Manenoi y Paull,
2007b), no se encontré informacion documentada acerca del estudio de la
dinamica de transcripcion de los genes que codifican dichas enzimas durante el
proceso de maduracion del fruto de papaya “Pococi”, por lo que, al tratarse de
variedades diferentes, podrian existir diferencias en la dinamica de expresion

asociadas al genotipo.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

En general, una PCR origina multiples copias de fragmentos especificos de ADN
o ADNc molde de interés en forma exponencial, hasta que se ve limitada por
reactivos (ADN o ADNc, nucledtidos, cebadores, enzimas, produccion de
moléculas de pirofosfato, entre otros). El producto obtenido de las reacciones
puede ser determinado al finalizarse la reaccion o durante la reaccion,
dependiendo de la técnica de PCR utilizada (Ginzinger, 2002).

Si la técnica de PCR empleada es la de tiempo real, puede medirse la cantidad de
productos que se acumulan mientras la reaccidbn se encuentra en fase
exponencial, sin importar la cantidad de productos finales obtenidos en la
reaccién. No ocurre lo anterior con la técnica de PCR de tiempo final. Sélo
durante la fase exponencial de la reaccién puede extrapolarse la cantidad de ADN
o ADNc molde que dio origen a los productos con PCR en tiempo real (Ginzinger,
2002; Wong y Medrano, 2005).

La cuantificacién de los productos, en tiempo real, se realiza por medio de la
medicién de fluorescencia emitida por una sonda especifica para el ADN o ADNc
de interés (por ejemplo, TagMan®) o por moléculas que producen la tincién del
ADN doble banda contenido en la reaccion (por ejemplo, SYBR Green). Para ello
se define un limite de fluorescencia, conocido como "umbral”. Todas las muestras
deben alcanzar dicho nivel para poder ser comparadas y cuantificadas. El
"umbral" se calcula en funcién de la fluorescencia de fondo emitida, es decir,
corresponde al punto en la cual la fluorescencia emitida por los productos
generados durante la fase exponencial es signiﬁcativamente mayor a la
fluorescencia de fondo. La cantidad de ciclos en la cual las muestras alcanzan
este punto se denomina Ct. El Ct es directamente proporcional a la cantidad de
ADN o ADNc diana inicial de la reaccién, es decir, el ADN o ADNc de interés
presente en una muestra. De esta forma, si se conoce el Ct de cada muestra y se

tiene un patron de concentracion conocida, se puede cuantificar el ADN o ADNc
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de interés contenido en ellas, o bien compararse entre diferentes muestras o
tratamientos, por lo cual la técnica es bastante util para la cuantificacién de ADN o
ADNc y medicién de la acumulaciéon de transcritos (Ginzinger, 2002; Wong vy
Medrano, 2005).

En resumen, la emision de fluorescencia durante la fase exponencial de la
reaccion de PCR en tiempo real equivale a la concentracion del material inicial
(ADN o ADNCc) incorporado a la reaccion, lo cual permite la cuantificacién inicial
de ADN o ADNc del cual se sintetizan los productos de PCR con bastante
exactitud a partir de los valores de “Ct” y por tanto permite cuantificar los niveles
de expresion génica de los transcritos presentes en las muestras (Gachon et al.,
2004; Pfaffl, 2004; Bustin et al., 2005; Deepak et al., 2007).

La cuantificacion realizada por medio de la técnica de PCR tiempo real para medir
la expresién o transcripcion génica puede ser de dos tipos: absoluta o relativa. La
cuantificacion absoluta se realiza con base en una curva estandar o diluciones de
concentraciones conocidas de ADN gendmico o recombinante, ARN o ARN
recombinante, productos de RT-PCR, entre otros. La cuantificacién relativa se
realiza con base en una muestra control o de calibracién y genes endégenos cuya
expresion es necesaria y casi constante en casi todas las células (como los genes
de GAPDH, albumina, actina, tubulina, ciclofilina, microglobulina y ARNr 18S o
28S). La cuantificacién relativa es mas utilizada para estudiar la expresion génica
(Volkov et al., 2003; Brunner et al., 2004; Pfaffl, 2004).

Independientemente del tipo de cuantificacién a emplear, la técnica de PCR en
tiempo real para cuantificar expresion génica involucra la extraccion de ARN, su
cuantificacion y purificacion (tratamiento con DNasas), la normalizaciéon de su
concentracion, retrotranscripcién a ADNc, optimizacién de la reaccién de PCR
para los genes que se desean analizar, cuantificacion de los amplicones y analisis
de resultados (Bustin, 2000; Pfaffl, 2004).
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Antecedentes y Justificacion

Mediante un programa de mejoramiento genético de papaya llevado a cabo por el
Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia de Tecnologia (INTA) del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y la Universidad de Costa Rica
(UCR), se desarroll6 el hibrido de papaya “Perfecta”, también conocido como
“Pococi”. El hibrido “Pococi” se obtuvo mediante el cruce entre una variedad de
papaya hawaiana “Sunrise Solo” y una variedad criolla. Dicho hibrido retne
caracteristicas favorables, tanto para su produccién como para su consumo. Por
ello, desde que se implementd la produccién y comercializacién de la papaya
“Perfecta”, la productividad, exportacion y el consumo de la fruta ha incrementado
a nivel nacional (Mora y Bogantes, 2004).

Asi, a pesar de que Costa Rica es un pais pequeno y posee aproximadamente
0,2% del territorio nacional destinado a la produccion de papaya, la productividad
registra valores mas altos que el promedio mundial. Para el 2005, Costa Rica
registré una productividad de 59,673 toneladas por ha, y para el ano 2010, 71,325
toneladas por ha. De hecho, la productividad promedio calculada para Costa Rica
entre los afnos 1992 y 2010 fue de 53,04 toneladas por ha, la segunda mas alta a
nivel mundial. Sin embargo, dicho valor continida fluctuando con el tiempo,
dependiendo de diversos factores, entre ellos las pérdidas poscosecha (Umana et
al., 2011; FAO, 2011).

Debido a que las pérdidas poscosecha del cultivo de papaya se deben
principalmente al suavizamiento acelerado de la fruta, seria de gran importancia
identificar los genes que participan especificamente en el ablandamiento de la
pared celular durante la maduracion del fruto de papaya del cultivar “Pococi”.
Actualmente, existen pocas investigaciones relacionadas con expresion génica
durante la maduracion de frutos de papaya que puedan tomarse como referencia

para la realizacion de este estudio (Chen et al., 2007; Yeh et al., 2007).
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Fabi et al. (2010) dilucidaron la expresiéon diferencial de distintos genes
involucrados en el proceso de maduracion de frutos de papaya del cultivar
“Golden” sometidos a un tratamiento con etileno (100 ppm). Por medio de la
técnica de ADNc-AFLP, los investigadores identificaron 1200 transcritos, de los
cuales 350 se expresaban diferencialmente entre frutos sometidos al tratamiento
con etileno y los que no. De los 350 transcritos anteriores Gnicamente se lograron
clonar y secuenciar 185; y de éstos ultimos Unicamente se pudieron identificar 71
por medio de un alineamiento con secuencias existentes en bases de datos. De
los transcritos identificados, Unicamente cuatro correspondieron a proteinas
relacionadas con la pared celular, entre ellas la enzima pectin-metilesterasa. Sin
embargo, los 67 transcritos restantes correspondieron a proteinas relacionadas
con la sintesis de etileno, estrés, defensa, factores de transcripcion, metabolismo

primario y secundario, entre otras funciones.

A pesar de que pocos genes identificados por Fabi et al. (2010) correspondieron a
proteinas relacionadas con modificaciones de la pared celular, ellos observaron
que la expresion del gen de la pectin-metilesterasa se reprimia durante la
maduracion de los frutos de papaya tratados con etileno a diferencia de aquellos
que no, lo cual podria ser un indicio de que dicha enzima no se encuentra bajo el
control directo de esta hormona durante la maduracién de los frutos. Estos
resultados concuerdan con los resultados reportados por Thumdee et al. (2007 y
2010) respecto a la actividad enzimatica de la pectin-metilesterasa determinada
durante la maduracion de frutos de papaya del cultivar “Sunset” tratados con 1-
MCP. Sin embargo, no sucede lo mismo con los resultados de actividad
enzimatica obtenidos en los cultivares “Eksotika” o “Sekaki”, Id cual es indicio de
que la pectin-metilesterasa juega un papel diferencial en la pérdida de firmeza de
los frutos de distintas variedades de papaya (Lazan ef al., 1995; Razali et al.,
2007). Por ello es fundamental estudiar la expresién del gen de dicha enzima en

frutos de papaya de otros cultivares, como en el caso del hibrido “Pococi”.
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En la base de datos del GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology
Information, por sus siglas en inglés) se ha reportado la secuencia de un transcrito
que codifica para la enzima pectin-metilesterasa de C. papaya con el nimero de
accesion Y07899.1 (Gouveia et al., sin publicar). Dicho transcrito fue identificado
en frutos de papaya, por lo que podria ser utilizado para el estudio de la expresion
del gen en frutos de papaya “Pococi” y correlacionarse con la pérdida de firmeza
en el fruto para este cultivar.

El estudio realizado por Fabi et al. (2010) tampoco hace referencia a la expresion
de genes de las enzimas poligalacturonasa y endoxilanasa, que han sido
relacionadas con la pérdida de firmeza en frutos de papaya por otros grupos de
investigadores (Lazan ef al., 1995; Thumdee et al., 2007 y 2010).

Fabi et al. (2009) lograron aislar y clonar el transcrito del gen que codifica para la
enzima poligalacturonasa de frutos de papaya del cultivar “Golden” y reportaron
su acumulacién y expresion durante la maduracién de frutos de papaya sometidos
a tratamientos con etileno y 1-MCP, utilizando un analisis de Northern blot.
Adicionalmente, los investigadores lograron correlacionar la expresion de dicho
gen, con la actividad enzimatica y la pérdida de firmeza de los frutos, con lo cual
concluyeron que el gen que codifica para la enzima poligalacturonasa podria ser
un candidato importante a manipulacion genética para controlar el suavizamiento
y la pérdida de firmeza de los frutos.

El gen que codifica para la enzima poligalacturonasa y el transcrito
correspondiente a dicha enzima se encuentran también reportados para los frutos
de C. papaya en la base de datos del GenBank del NCBI con los niumeros de
accesion FJ007645.2 y FJO07644.1, respectivamente (Fabi et al., 2009). Otros
transcritos identificados en frutos de papaya correspondientes a enzimas
poligalacturonasas se encuentran reportados en la base de datos del NCBI con
los numeros de accesion GQ479796.1, GQ479795.1, GQ479794.1 y AJ505750.1.
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Sin embargo, no existen publicaciones acerca de la acumulaciéon o expresion de

dichos transcritos y su correlacién con la pérdida de firmeza de frutos de papaya.

Manenoi y Paull (2007b) estudiaron la expresion del transcrito que codifica para la
enzima endoxilanasa en frutos de papaya de diferentes cultivares (“Line 8”, “Line
4-16" y “Sunset”) por medio de la técnica de Northern blot, basados en la
clonacién, caracterizacion e identificacion del transcrito que realizaron Chen vy
Paull (2003). En los dos trabajos también se logré correlacionar la expresion y
acumulacion del gen de la endoxilanasa con la pérdida de firmeza de los frutos de
papaya; por tanto, puede utilizarse la secuencia reportada en la base de datos
GenBank del NCBI, cuyo numero de accesion es AY138968.1, como base para el
estudio de la expresion del gen de la endoxilanasa en frutos del cultivar “Pococi”,
ya que existen publicaciones que reportan a dicha enzima como un factor clave
responsable del suavizamiento o pérdida de firmeza en el fruto (Thumdee et al.,
2007 y 2010).

Fabi et al. (2010) tampoco hacen referencia a proteinas involucradas en
modificaciones a la pared celular, como lo son las expansinas. Gaete-Eastman et
al. (2009) han identificado la participaciéon de dicha proteina en la maduracién de
frutos de papaya de montana (Vasconcellea pubescens) y han correlacionado la
expresion del transcrito de dicha proteina y su actividad con la pérdida de la
firmeza de los frutos. En la base de datos GenBank del NCBI existe reportada una
proteina de la familia de las expansinas identificada en el fruto de C. papaya, cuyo
numero de accesion es el DQ321829.2 (Niu et al., sin publicar). No existen
publicaciones conocidas donde se relacione la expresion del transcrito de esta
proteina con la pérdida de firmeza de los frutos de papaya, por tanto el estudio de
los niveles de expresion de dicha expansina en el fruto de papaya de la variedad
“Pococi” es innovador y puede esclarecer la participacion de la proteina en el
suavizamiento de los frutos.
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Finalmente, en la base de datos de GenBank del NCBI tampoco se reporta el
aislamiento de ningun gen que codifique para la enzima ACC deaminasa en C.
papaya. El estudio de la existencia de secuencias homologas al gen de la ACC
deaminasa descubierto en Arabidopsis, asi como la evaluacion de la expresion de
dichos genes homologos durante la maduracién de los frutos de papaya, ofreceria
posteriormente la posibilidad de controlar la sintesis de etileno y retrasar asi el
ablandamiento de frutos de papaya por medio técnicas de transformacion
genética.

En conclusion, este estudio incrementara el conocimiento de los patrones de
expresion de los genes implicados en el ablandamiento del fruto de C. papaya de
la variedad “Pococi”, lo cual a su vez puede permitir comparar los patrones de
expresion entre diferentes cultivares y contribuir con la busqueda de marcadores
moleculares ligados a los genes de interés para la produccion de nuevas
variedades comerciales de papaya cuya vida poscosecha sea mayor. La
informacion generada por esta investigacion también podra ser utilizada para el
desarrollo de otras investigaciones (como parte de programas de mejoramiento
geneético de papaya), en las cuales los genes responsables del ablandamiento o
fortalecimiento de la fruta puedan ser silenciados o inducidos, respectivamente,
por medio de tecnologias similares a las empleadas para silenciar los genes de
las enzimas responsables de la sintesis de etileno u otras técnicas de
transformacion genética, y asi, originar una nueva tecnologia para reducir las
pérdidas poscosecha, retrasando la degradacion de las paredes celulares.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el patron de expresiéon de los genes involucrados en el suavizamiento
de los frutos de papaya del hibrido “Pococi” durante el proceso de maduracion y

en relacioén con la aplicacion de tratamientos poscosecha.

Objetivos especificos

1. Cuantificar la expresion de los genes relacionados con el suavizamiento de
frutos de papaya durante las etapas finales del proceso de maduracion,
mediante PCR en tiempo real.

2. Comparar el patrén de expresion de los genes involucrados en el

suavizamiento de frutos de papaya entre diferentes tratamientos poscosecha.

3. Correlacionar la expresién de los genes implicados en el suavizamiento con el
cambio en el grado de firmeza de los frutos.
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Materiales y métodos

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro
para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa
Rica, San Pedro, Montes de Oca, con la colaboracion del Laboratorio de
Tecnologia Poscosecha del Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) y el
Laboratorio de Quimica de Alimentos de la Escuela de Tecnologia de Alimentos

de la misma universidad.

Se llevaron a cabo dos experimentos. El primero (Ensayo |) consistid en la
cuantificacion relativa y comparacion de la acumulacion de transcritos de los
genes relacionados con el suavizamiento de frutos de papaya (durante las etapas
finales del proceso de maduracién) sometidos a diferentes tratamientos
poscosecha. Mientras que el segundo (Ensayo Il) consistio en determinar la
correlacion de la acumulacién de transcritos de los genes implicados en el

suavizamiento con el cambio en el grado de firmeza de los frutos.

Ensayo |

Material vegetal

En octubre del 2011 se seleccionaron aproximadamente 150 frutos de papaya
(C. papaya L.) del hibrido “Pococi” de un mismo lote de produccién en la
empacadora del “Centro Agricola Cantonal de Guacimo” (Limén, Costa Rica) con
grado de madurez “1”" (10% de area amarilla en cascara, Umana et al., 2011), de
tamano similar (frutos medianos, entre 1,0y 1,2 kg; 20a24 cmdelargoy 15 a 18
cm de diametro) y sin dafos fisicos aparentes. Cada uno de los frutos se envolvio
en varias hojas de papel periodico y se colocaron en canastas plasticas para ser

transportados hasta el Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del CIA.
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Tratamientos poscosecha

Todos los frutos se desinfectaron por inmersiéon en una solucién de cloro (Cloro,
Lemen de Costa Rica S.A., San José, Costa Rica) a 100 ppm durante 1 min.
Posteriormente, se trataron por inmersién durante 1 min con una solucion de
fungicidas: Mirage® 45 EC (Procloraz, Makhteshim Chemical Works Ltd., Beer
Sheva, Israel) a 250 ppm y Mertect® 50 SC (Tiabendazol, Syngenta S.A., Bogota,
Colombia) a 250 ppm, sin utilizar adherentes. Una vez desinfectados, los frutos se
dejaron secar y se almacenaron en una camara de maduraciéon (temperatura
entre 18 y 20°C). Cuando los frutos alcanzaron un grado de madurez entre “1-2"
(10-15% de area amarilla en cascara, Umana et al., 2011), fueron divididos en
tres grupos (de aproximadamente 50 frutos cada uno): 1. Grupo sin tratar o
‘Testigo’, 2. Grupo tratado durante 21 horas con 275-300 ppm de ‘Etileno’
gaseoso, 3. Grupo tratado durante 21 horas con 300 nL/L 6 300 ppb de ‘“1-MCP’
gaseoso (SmartFresh™ 0,14% Technology, AgroFresh Inc. y Rohm and Haas
Company, Spring House PA 19477-0904, Estados Unidos de América).

Se incluyeron los tratamientos ‘Etileno’ y ‘1-MCP’ en este estudio para identificar
si los genes seleccionados se transcriben en forma dependiente o independiente
de la ruta de sefalizacion del etileno, ya que el “1-MCP’ impide la transcripcion de
los genes que responden a esta hormona mediante el bloqueo de su receptor; asi
como para identificar cuales de los genes estudiados son determinantes para la

pérdida o para el mantenimiento de la firmeza de los frutos.

El grupo de frutos sin tratar permanecié dentro de la primera camara de
maduracién (temperatura entre 18 y 20°C), mientras se realizaron los otros dos
tratamientos. El tratamiento con etileno se realizé en una segunda camara de
maduracion (temperatura entre 18 y 20°C), utilizando un generador de etileno
para deshidratar 500 ml de etanol (ARCO Ethylene Generator Model #100,
American Ripener Company Inc., Charlotte NC 28217, Estados Unidos de

America). El generador fue programado en descarga constante para un ciclo lento
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(30 horas) y fue colocado dentro de la cdmara de maduracion con la fruta a tratar
(Anexo 1). El tratamiento con 1-MCP se llevé a cabo en una camara hermética de
400 m® (hecha con tubos de PVC y cubierta de plastico) a temperatura ambiente,
dentro de la cual se colocaron seis canastas plasticas con frutos de papaya sobre
una repisa de madera. Dentro de la camara se colocé la solucion de acido citrico
con “1-MCP’ y dos ventiladores portatiles a bateria para distribuir el gas a toda la
camara (Anexo 2).

Una vez realizados los tratamientos, se ventilaron las camaras por
aproximadamente una hora y se colocaron los frutos pertenecientes al tratamiento
con ‘1-MCP’ y los frutos ‘Testigo’ en una misma camara de maduracion
(temperatura entre 18 y 20°C), mientras que los frutos tratados con ‘Etileno’
permanecieron en la segunda camara de maduracion bajo las mismas
condiciones durante todo el periodo de evaluacién, ya que podrian afectar la
maduracion de los otros frutos, principalmente del ‘Testigo’, mediante produccién
autocatalitica de etileno. Por el contrario, se esperaba que el tratamiento ‘1-MCP’

no afectara al ‘Testigo’ en cuanto a produccién catalitica de etileno; ni viceversa.

Parametros fisicos de maduracién: firmeza y color

Alos 0, 3, 5, 7 y 11 dias posteriores al tratamiento, se determiné la firmeza y el
color de la cascara y de la pulpa de cinco frutos pertenecientes a cada
tratamiento. Para ello, los frutos seleccionados aleatoriamente fueron trasladados
al Laboratorio de Quimica de Alimentos de la Escuela de Tecnologia de
Alimentos.

La firmeza se midié utilizando un texturémetro digital (TA-TX Plus Texture
Analyzer, Stable Micro Systems LTD., Godalming, Reino Unido) equipado con una
punta cilindrica (2 mm de diametro) que penetré una distancia de 15 mm de
profundidad sobre el fruto, a una velocidad de 1,5 mm/s. La mediciéon de firmeza

se realizé sobre cada uno de los carpelos del fruto, en la zona ecuatorial y por
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duplicado como se describe en Schweiggert et al. (2011b). La firmeza de la
cascara correspondio a la fuerza maxima (N) registrada para penetrar los 15 mm;
mientras que la firmeza de la pulpa correspondié a un promedio de la fuerza de
penetracion (N) entrelos6y 9 mm 64y 6 s (Anexo 3).

El color se midié, tanto en la cascara como en la pulpa, con un colorimetro digital
ColorFlex® (Hunterlab, Hunter Associates Laboratory Inc., Reston VA 20190,
Estados Unidos de América) en la escala ClElab (L* a* y b*) utilizando una
iluminacion D65 y un angulo de observacion de 10°. Para la medicion del color
sobre la cascara, se colocé cada fruto en posicién horizontal sobre la apertura del
colorimetro y se cubri6é con una tela de color negro. Sobre cada fruto se realizaron
tres mediciones de color, rotando el fruto tres veces sobre un mismo punto para
obtener un promedio de cada medicion (Anexo 4). Para la medicion del color en la
pulpa, los frutos se cortaron por la mitad y de cada mitad se sac6 un trozo de
pulpa (5 cm de diametro y aproximadamente 1 cm de grosor). Los trozos de pulpa
fueron colocados sobre la apertura del colorimetro y se cubrieron con una
campana negra. A cada trozo de pulpa se le determiné el color por triplicado, para

obtener un promedio correspondiente a cada mitad (Anexo 5).

Parametros quimicos de maduracion: pH, sélidos solubles y acidez

Al inicio y al final del periodo de evaluacién (0 y 11 dias posteriores al
tratamiento), se determinaron los parametros pH, sélidos solubles y acidez
titulable en la pulpa de cinco frutos para cada tratamiento. Para ello los frutos
seleccionados aleatoriamente fueron trasladados al Laboratorio de Quimica de
Alimentos de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, donde se licuaron 300
gramos de pulpa de cada fruto y a partir del licuado se realizaron las

determinaciones por triplicado para cada muestra.

El pH se determind utilizando un pHmetro (Corning pH meter 430, Corning

Incorporated y Nova Analytics Corporation, Woburn MA 01801, Estados Unidos
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de América) segun lo descrito por el método oficial 981.12 de la Association of
Official Analytical Chemists por sus siglas en inglés (AOAC, 2005) (Anexo 6A).
Los solidos solubles se determinaron utilizando un refractémetro digital (AR200
Digital Refractometer, Reichert Technologies, Depew NY 14043, Estados Unidos
de América) segun lo descrito por el método oficial 932.12 (AOAC, 2005). Para
ello, se coloc6é una punta de espatula del licuado en el lector del refractometro
(Anexo 6B). La acidez titulable se determiné como porcentaje de acido citrico por
medio de titulacion con una solucién de NaOH (0,1377 N) de una dilucién
preparada de cada muestra (100 g de licuado en 100 mi de agua destilada) segun
lo descrito por el método oficial 942.15 (AOAC, 2005). La titulacion se realizd
hasta que el pH de la dilucion alcanzara un pH de 8,0 (Anexo 6C) y se calculé el
porcentaje de acidez con la ecuacion:

ml de NaOH x normalidad de NaOH (N)x 0,064 x 100
peso de la muestra (g)

% acido citrico =

Extraccion de ARN

Alos 0, 3, 5, 7 y 11 dias posteriores al tratamiento se tomaron muestras de
cascara y pulpa de cinco frutos adicionales de cada tratamiento para realizar la
extraccién de ARN, ya que los ensayos para la determinacion de los parametros
fisicos y quimicos fueron destructivos y podrian haber acelerado la rapidez de
degradacion del ARN presente en las muestras o influenciado la expresiéon de los

genes estudiados.

Para ello, los frutos seleccionados aleatoriamente fueron trasladados al
Laboratorio de Biotecnologia del CIGRAS. Las muestras se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido (-196°C) y se maceraron por separado hasta
que se obtuvo un polvo fino. Se pesaron 150 mg del macerado vegetal para
realizar la extraccién de ARN segun las instrucciones del kit RNeasy® Mini Kit

(Qiagen, Dusseldorf, Alemania). El volumen de resuspension utilizado fue de 50 pl
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(el volumen se hizo pasar dos veces por el filtro de las columnas). EI ARN
extraido se almacené a -80°C hasta utilizarse.

Purificaciéon del ARN extraido

Una vez extraido el ARN, se purific6 por medio de un tratamiento con
desoxirribonucleasa. Para ello se utilizo el kit de la enzima DNase | (Fermentas,
Vilna, Lituania). A cada muestra se agregaron 3 pl de buffer de reaccién 10X, 3 pl
de la enzima DNase | y 4 pl de agua libre de nucleasas (Fermentas, Vilna,
Lituania). Las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C en agitacion (500
rpm). Transcurrido el periodo de incubacion, se agregaron 3 pl de EDTA (25 mM,
Fermentas, Vilna, Lituania). Las muestras se incubaron durante 10 min a 65°C en
agitacion (500 rpm). Las muestras de ARN tratadas con DNase |, se mantuvieron
a —20°C hasta utilizarse.

Para evaluar la calidad y pureza del ARN extraido y sometido al tratamiento con
DNase | se realizdé una electroforesis en gel de agarosa (1%) con buffer TBE 1X
(Tris-borato-EDTA) durante 40 min a 80 V. El gel de agarosa se tifid con GelRed
10000X (Biotium, Hayward, CA, Estados Unidos de América) utilizando 2 pl del
reactivo por cada 50 ml de gel. En cada pozo del gel se cargaron 7 pl: 5 pl de
cada muestra de ARN y 2 ul de Loading dye 6X (Fermentas, Vilna, Lituania).
Como marcador de peso molecular, se emplearon 7 pl de RiboRuler™ High Range
RNA Ladder (Fermentas, Vilna, Lituania). Una vez terminada la electroforesis, el
gel se observé en un transiluminador de luz UV (UVITEC, Cambridge, Reino

Unido) y se tomé una foto al gel.

Cuantificacion del ARN extraido y purificado

El ARN de todas las muestras tratadas con DNase | se cuantifico por

espectrofotometria con un nanofotémetro NanoPhotometer™ Pearl (Implen



27

GmbH, Munich, Alemania). La concentracion de cada una de las muestras se
midié en ng/pl y se determind su pureza por medio de la relacion Azse/Azse. El
ARN extraido de muestras de pulpa se ajusté a una concentracion de 20 ng/pl
para realizar la retrotranscripcion, mientras que el ARN de la cascara se ajusté a

50 ng/pl.

Obtencion de ADNCc a partir de ARN

Para la obtencién del ADNc a partir del ARN se realizé la retrotranscripciéon de
todas las muestras de ARN purificados con el RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilna, Lituania). Para ello, se coloc6é en tubos
Eppendorf (1,5 ml) un volumen equivalente a 0,2 y 0,5 ug de ARN total (de
muestras de ARN de pulpa y cascara, respectivamente), 1 pl de una solucién de
cebadores Random Hexamer Primer (100 pM) y agua libre de nucleasas
(Fermentas, Vilna, Lituania) hasta completar un volumen de 12 pl. Los tubos se
incubaron por 5 min a 65°C e inmediatamente después fueron colocados en hielo,
para anadirles, en orden: 4 pl del buffer de reaccion (5X), 1 ul de inhibidor de
ribonucleasa Ribolock™ RNase Inhibitor (20 U/pl), 2 pl de una mezcla de dNTP's
(10 mM) y 1 pl de la enzima retrotranscriptasa RevertAid™ H Minus M-MulV (200
U/ yl). Una vez anadida la enzima, se incubaron los tubos por 5 min a 25°C, por
60 min a 42°C y finalmente 5 min a 70°C, para luego colocar las muestras en
hielo. Una vez finalizada la retrotranscripcion, las muestras se almacenaron a
-80°C hasta utilizarse.

Evaluacion de acumulacion de transcritos por medio de PCR en tiempo real

La acumulacién de transcritos de los genes: poligalacturonasa (GenBank:
FJO07644.1), pectinesterasa (GenBank: Y07899.1), endoxilanasa (GenBank:
AY138968.1), expansina (GenBank: DQ321829.2) y un gen candidato para la

ACC deaminasa (‘evm.TU.supercontig_7.143° en  Phytozome v9.1:
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http://www.phytozome.net/) se determiné segun la metodologia descrita por Pfaffl
(2004) para cada uno de los tratamientos durante los dias 0, 3, 5, 7 y 11;
utilizando como gen endogeno el gen de la actina (GenBank: AY906938) y como
calibrador las muestras del dia 0 sin tratar.

Los cebadores utilizados para cuantificar los niveles de ARNm de cada uno de los
genes se disefiaron utilizando el programa Primer3Plus (http://www.bio
informatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Las especificaciones para el

disefio y la seleccién de los cebadores fueron (Dorak, 2006; Yuryev, 2007):

1- Amplificacion de regiones compartidas por el ADNc y el ADN (exones), debido
a que la optimizacion de las reacciones de PCR en tiempo real (para
cuantificacion de transcritos) se facilitan si se realizan con ADN de
concentracién conocida; ya que del ADNc generado a partir de ARN es dificil
conocer con exactitud su concentracion (dependera de la eficiencia de la
reaccion de retrotranscripcion y de la cantidad de ADNc del gen en cuestion
presente en la muestra). Para ello, las secuencias de ARN de los distintos
genes descritos en la base de datos del NCBI, fueron comparadas contra
secuencias de ADN del genoma de papaya de la base de datos Phytozome
v5.0 (http://www.phytozome.net/). Regiones compartidas por el ARN y el ADN
fueron las regiones seleccionadas para el disefio de los imprimadores.

2- Longitud de cada cebador (forward y reverse): entre 16 y 28 nucleétidos o bp.

3- Longitud del producto de PCR: entre 100 y 250 bp.

4- Contenido de GC en cebador (pares de Guanina-Citosina): entre 35y 65%, ya
que un bajo contenido de GC podria incrementar la amplificacion inespecifica
o producir uniones muy débiles del cebador con el ADNc.

5- Temperatura de alineamiento (Tm): similar entre los pares de imprimadores y

cercana a los 60°C.

De los pares de cebadores sugeridos por el programa Primer3Plus, se

seleccionaron aquellos con longitud de 20 bp, menor diferencia entre los valores
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de Tm, contenido de GC de 50%, y productos cercanos o menores a 200 bp.
Dichos pares de imprimadores, fueron alineados contra las secuencias de los
genes correspondientes para verificar su especificidad y corroborar el tamafo los
productos. Para ello se empled el programa BioEdit Sequence Alignment Editor
(versiéon 7.0.5.3) y la herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool, por
sus siglas en inglés) de la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Los cebadores utilizados para la amplificaciéon del gen de la actina (GenBank:
AY906938) de papaya por medio de PCR en tiempo real, fueron los descritos por
McCafferty et al. (2008) y por lo tanto no debieron disefiarse.

Cuadro 1. Cebadores disefiados con Primer3Plus (Free Software Foundation,
Inc., Boston, MA, Estados Unidos de América) para la deteccion de los diferentes

genes involucrados en el suavizamiento de frutos de papaya

Gen Cebadores M Producto (pb)

F: gtttctcaactcccggaaca

Poligalacturonasa® 0,1 185
R: aggagaggatggtgacatgg
Endosilahass® F: catagcaatccgtggacaca 10 297
R: cataaaacacagcggaagca
T F: acacgctctccgtcaattct 0.1 157
R: gtcggatcttccgtttgeta
F: atggcttgagctgtggttct
Expansina® Sdgcigagaiyes 1,0 209
R: cccagctctgtactgtgcaa
F: tcaatct
ACC deaminasa’ ! il il 1,0 177
R: gaagacgctagacgggagtg
F: actacgagttgcctgat:
Actina* fa0 g0 1,0 200
R: aaccaccactgagcacaatg

2Fabi et al. (2009) aislaron el gen. °Chen y Paull (2003) y Manenoi y Paull (2007b)
aislaron el gen. “Genes aislados y encontrados en el NCBI que aun no se
encuentran publicados. “Gen candidato para la enzima ACC deaminasa
*Cebadores descritos por McCafferty et al. (2008).
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Las mezclas maestras se prepararon siguiendo las instrucciones del kit Maxima™
SYBR Green/ROX ¢gPCR Master Mix 2X (Fermentas, Vilna, Lituania) con
cebadores a diferentes concentraciones, segun la optimizacién previa realizada
para cada gen (Cuadros 1y 2) y un volumen de 2 pl de las muestras de ADNc
para una reaccion de 25 pl. El PCR se realiz6 en el termociclador de tiempo real
Rotor Gene 6000 (Corbett, Sydney, Australia) utilizando el ciclo térmico
recomendado para la Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X (Cuadro
3). El ciclo térmico contenia un analisis de disociacion para confirmar la

amplificacion de un solo producto.

Cuadro 2. Composicion de las mezclas maestras utilizadas para la PCR en

tiempo real de los genes involucrados en el suavizamiento de frutos de papaya

Volumen

Concentracion Concentracion

Reactivo g agregado por
inicial reaccién (1X) final
Maxima™ SYBR
Green/ROX gPCR Mezcla
maestra (Fermentas, X 1254 X
Vilna, Lituania)
Cebador F 10 uM Ajustable ?(':L:;ro“q*’;
Cebador R 10 UM Ajustable ?éL:dlo"ﬂ
H,0O libre de nucleasas - Ajustable -
ADNc 11y 27,5 ng/pl 2 ul 22y 55 ng
Volumen total de la 25 il - =

reaccion
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Cuadro 3. Ciclo térmico utilizado para la PCR en tiempo real de los genes

involucrados en el suavizamiento de frutos de papaya

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 40
Alineamiento y Extension* 60°C 1 min
Iniciando en 60°C y
Curva de disociacion o terminando en 95°C ) )
Melting Curve Con optimizacién del ‘gain’
automatico

* La adquisicién de datos se realizé durante el paso de alineamiento/extension en
el canal: Green (SYBR Green).

Analisis estadistico de los resultados

La normalidad y homogeneidad de varianza de los valores obtenidos para cada
uno de los parametros fue analizada previo al andlisis estadistico, para comprobar
que se ajustaran a los modelos lineales generalizados. Los datos para
cuantificacion de transcritos obtenidos segun la formula descrita por Pfaffl (2004)
se transformaron por medio de la funcién logaritmica: Logio(x) para ajustarlos al
modelo lineal, ya que los niveles calculados no presentaban normalidad ni

homogeneidad de varianza.

Posteriormente, se determiné la existencia de diferencias significativas entre
tratamientos y entre diferentes dias dentro de un mismo tratamiento por medio un
ANDEVA (Analisis de Varianza) de multiples factores, y se realizd una
comparacion de medias de Tukey, utilizando el programa estadistico Statistica

version 10 (StatSoft®, Oklahoma, Estados Unidos de América).
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Ensayo Il

Material vegetal

En febrero del 2012 se seleccionaron 21 frutos de papaya (C. papaya L.) del
hibrido “Pococi” en diferentes estados de madurez (desde grado 0 hasta grado 5)
de diferentes fincas ubicadas en los Diamantes (Limon, Costa Rica). La muestra
se seleccion6 lo mas heterogénea posible para garantizar la representacion de

diferentes grados de firmeza de frutos que maduran en condiciones normales.

A cada uno de los frutos seleccionados se le determiné la firmeza de la cascara y
de la pulpa, unicamente en un carpelo del fruto, de la misma forma descrita
anteriormente (Ensayo 1I). De ese mismo carpelo, se tomaron muestras de
cascara y de pulpa para realizar la extraccion, purificacién y retrotranscripcion de
ARN para determinar la acumulacién de ftranscritos de los genes:
poligalacturonasa (GenBank: FJO07644.1), pectinesterasa (GenBank: Y07899.1),
endoxilanasa (GenBank: AY138968.1), expansina (GenBank: DQ321829.2) y el
gen candidato para la ACC deaminasa, de la misma forma descrita anteriormente

(Ensayo |).

Analisis estadistico de los resultados

La normalidad y homogeneidad de varianza de los valores obtenidos para cada
uno de los parametros fue analizada previo al analisis estadistico, para comprobar
que se ajustaran a los modelos lineales generalizados. Los datos de firmeza no
fueron transformados; sin embargo, los datos de cuantificacion de transcritos si se
transformaron por medio de la funcién logaritmica: Logio(X), ya que los niveles
calculados segun la formula descrita por Pffafl (2004) no presentaban normalidad

ni homogeneidad de varianza.
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Posteriormente, se realizé el analisis de correlacion entre la firmeza y los datos
transformados de acumulacién de transcritos de los diferentes genes, tanto para
la pulpa como para la cascara, utilizando el programa estadistico Statistica

version 10 (StatSoft®, Oklahoma, Estados Unidos de América).



Resultados

Ensayo |

Parametros fisicos de maduracion: firmeza y color
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La firmeza de la pulpa y de la cascara de los frutos de papaya “Pococi” se vio

afectada tanto por el tiempo (p < 0,0001) como por los diferentes tratamientos (p <

0,0001) (Anexos 7 y 8). En forma general, la pérdida de firmeza de los frutos de

papaya “Pococi” fue mas rapida en la pulpa que en la cascara (Figuras 2A y 2B).

20 20
18 A 18 i e S B
16 16 S e
£ 12 L €12
o Tegerees é. v - ©
N 10 . o R0
E 8 L . E 8
6 “ 6 ++ea++ Testigo
4 .. T i
;-" 4 Etileno
2 z 2 1-MCP
0 + 0
0 3 5 7 1 0 3 5 7 11
Dias posteriores al tratamiento Dias posteriores al tratamiento

Figura 2. Firmeza de la pulpa (A) y la cascara (B) de frutos de papaya “Pococi”

para cada tratamiento. Las barras en el grafico representan el error estandar.

En la pulpa, la firmeza de los frutos tratados con etileno disminuyé

repentinamente el dia 3 y continu6 disminuyendo luego de forma mas pausada

hasta el dia 11, mientras que en los frutos testigo, la firmeza disminuyd

significativamente el dia 7; y en los frutos tratados con 1-MCP la firmeza no

disminuyé en el tiempo evaluado (Figura 2A). En la cascara, la firmeza de los
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frutos tratados con etileno disminuyd significativamente el dia 7, mientras que en
los frutos testigo y tratados con 1-MCP no disminuy6 en el periodo evaluado, sin

diferencias significativas entre ellos (Figura 2B).

En la pulpa, los valores de L*, a* y b* no se vieron afectados por los tratamientos
(p > 0,05), pero si por el tiempo (p < 0,05) (Anexo 7). Lo anterior sugiere que no
hubo efecto alguno de los tratamientos sobre el color de la pulpa. El valor de L*
(luminosidad) disminuyé significativamente el dia 7 con respecto al dia 0, lo cual
indica oscurecimiento del color de la pulpa; mientras que el valor de a* (cambio de
verde a rojo) aumento los dias 5, 7 y 11 (con respecto al dia 0), lo cual indica que
en general la pulpa se torné mas rojiza que al inicio del experimento; y el valor de
b* (cambio de azul a amarillo) aumenté a partir del dia 7 y se mantuvo estable, lo

cual indica que también existié leve amarillamiento de la pulpa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Color (L*, a* y b*) determinado en las cuatro fechas de evaluacién en

la pulpa de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos

; Dias posteriores al tratamiento
Tratamiento

0 5 7 11
1-MCP 53,72+0,81ab 5344 +0,84b 56,42+ 1,28ab
L* Testigo 55,90+ 096a 54,35+099ab 51,56+ 1,49b 53,54 + 0,02ab
Etileno 5453 +1,14ab 53,98+0,68b 53,61+ 0,16ab
1-MCP 38,44 +£1,09ab 37,56 % 1,14a 35,74 £ 1,01b
a* Testigo 31,72+1,01c 36,32+ 1,28ab 40,98 + 2,05a 34,20 £ 0,75b
Etileno 36,84 £ 0,96ab 38,96 £ 1,14a 38,30 £ 0,90b
1-MCP 4252+0,79% 4120+0,32a 42,88+0,92a
b* Testigo 3947+047b 40,71+064b 4752+092a 40,70+ 0,53a
Etileno 40,88+ 1,07b 4454+ 1,14a 46,64 + 1,34a

*Letras diferentes evidencian diferencias significativas unicamente en el tiempo

(Tukey, a = 0,05).
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Las diferencias en el cambio de color de los frutos pertenecientes a los diferentes
tratamientos fueron mas evidentes en la cascara (Figura 3). En la cascara, los
valores de L*, a* y b* se vieron afectados por el tiempo y por los diferentes
tratamientos (p < 0,0001) (Anexo 8). En forma general, los valores de L*
(luminosidad), a* (cambio de verde a rojo) y b* (cambio de azul a amarillo)
aumentaron con el tiempo, siendo los frutos tratados con etileno y frutos testigo

los que presentaron el mayor aumento (Cuadro 5).

0d Sd 7d 11d

Figura 3. Color observado en la cascara de frutos de papaya “Pococi” para cada
tratamiento durante diferentes dias de evaluaciéon (0, 5, 7 y 11 dias). A. Testigo. B.
1-MCP. C. Etileno.
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Lo anterior indica que las cascaras de los frutos, en general, presentaron un
aclaramiento, enrojecimiento y amarillamiento con el paso del tiempo y que dicho
cambio fue acelerado en la cascara de los frutos tratados con etileno y frutos

testigo, que en aquellos frutos tratados con el 1-MCP (Cuadro 5).

Cuadro 5. Color (L*, a* y b*) determinado en las cuatro fechas de evaluacion en
la cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos

Dias posteriores al tratamiento

Tratamiento 0 5 7 11
1-MCP 4722+0,95bc 4924+066b 47,41+ 0,64bc
L* Testigo 4481+053c 48,96 +0,48bc 50,74 + 1,27b 55,61 +0,73a
Etileno 48,85 + 1,05b 50,91 + 1,14b 59,18 + 0,09a
1-MCP -8,06 £ 0,41d -7.54 + 0,31d -6,81 £ 0,57d
a* Testigo -10,59 + 0,20e -6,97 + 0,18d -3,32+0,89¢c 0,02 + 0,48b
Etileno -6,80 £ 0,77d -3,94 + 0,32c 10,86 + 0,87a
1-MCP 3403+238¢c 33,96+0,48bc 40,27 £+0,61b
b* Testigo 27,17 +0,73d 3539+ 1,50bc 40,07 +0,70bc 51,55+0,77a
Etileno 37,55+ 0,72bc 36,91+1,37bc 52,88 + 0,42a

*Letras diferentes evidencian diferencias significativas entre tratamientos y en el
tiempo (Tukey, a = 0,05).

El tratamiento con etileno no presentd diferencias significativas con respecto al
testigo para los valores de L* y b* en ninguna de las fechas evaluadas, pero fue
significativamente mayor el valor de a* en frutos tratados con etileno al final del
periodo de evaluacion (dia 11) que en frutos pertenecientes al testigo, lo cual
indica que la cascara de frutos tratados con etileno se torné mas anaranjada.

El tratamiento con 1-MCP present6 valores significativamente menores con
respecto al testigo y el tratamiento con etileno para los parametros L* y b* al final

del periodo de evaluacion (dia 11), lo cual indica un retraso del aclaramiento y
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amarillamiento en la cascara de los frutos tratados con 1-MCP. Sin embargo, el
parametro a* fue significativamente menor (valores negativos) en frutos tratados
con 1-MCP a partir del dia 7, lo que indica que la cascara de dichos frutos
permanecié de color verde en comparaciéon con la cascara de frutos testigo y

frutos tratados con etileno.

Parametros quimicos de maduracién: pH, sélidos solubles y acidez titulable

El pH se vio afectado por los tratamientos y por el tiempo (p < 0,0001) (Anexo 7).
El pH de los frutos de papaya al final del periodo de evaluacién (dia 11) disminuyé
significativamente en comparacién con los frutos al inicio del experimento (dia 0).
El valor mas acido se registré con el tratamiento de etileno al final del periodo de
evaluacion. Los frutos testigo y los tratados con 1-MCP no presentaron diferencias

significativas al final del periodo de evaluacién (Cuadro 6).

Asimismo, la acidez titulable (% acido citrico) se vi6 afectada por los tratamientos
y por el tiempo (p < 0,0001) (Anexo 7). La acidez titulable de los frutos de papaya
al final del periodo de evaluacién (dia 11) aumenté significativamente en frutos
tratados con etileno en comparacion con los frutos al inicio del experimento (dia
0). No se observaron cambios en la acidez titulable de frutos testigo y frutos
tratados con 1-MCP en el tiempo (Cuadro 6).

No se detect6 variacion significativa en sélidos solubles (grados brix) en el tiempo
ni entre los diferentes tratamientos, por lo tanto, este parametro no se vio afectado
por los factores evaluados (Cuadro 6, Anexo 7).
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Cuadro 6. Parametros quimicos de maduracion determinados en la pulpa de
frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos

Dias posteriores al tratamiento
Tratamiento AR

0 1
1-MCP 5,07 £ 0,03b
pH* Testigo 5,27 £ 0,01a 4,99 + 0,02b
Etileno 4,67 +0,03c
1-MCP 0,08 £ 0,005b
% acido citrico Testigo 0,08 + 0,002b 0,09 + 0,003b
Etileno 0,15+ 0,010a
1-MCP 10,78 £ 0,25a
grados brix Testigo 10,82 + 0,16a 10,78 £ 0,31a
Etileno 10,21 £ 0,10a

*Letras diferentes evidencian diferencias significativas entre tratamientos y en el
tiempo (Tukey, a = 0,05).

Evaluacion de acumulacion de transcritos por medio de PCR en tiempo real

En adelante, cada una de las figuras representa el logaritmo de la acumulacién
relativa del ARNm, o los niveles de transcripcion, calculados para cada gen
(Figuras 4 a la 13). Los niveles de transcripcién calculados el dia 0, utilizado como
calibrador (acumulacién relativa de ARNm equivalente a un valor de uno), estan
representados con un valor de cero, ya que el log(1) = 0. Por lo tanto, los valores

w,.n

calculados el dia 0 (calibrador) corresponden a la linea del eje “X" en cada figura;
valores inferiores a los niveles de transcripcion calculados para el dia 0
(calibrador), es decir, valores de expresion relativa menores que uno, estan

representados en el eje “y" negativo (y < 0) en cada figura y valores superiores a

los niveles de transcripcién calculados para el dia 0 (calibrador), es decir, valores
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de expresion relativa mayores que uno, estan representados en el eje “y" positivo
(y>0).

Ademas, el intervalo de confianza del 95% calculado para el dia 0 (calibrador)
esta representado con lineas horizontales en color rojo paralelas al eje “x” en
cada figura. Todos los datos del logaritmo de acumulacion del ARNm, o los
niveles de transcripcion, calculados para cada gen (correspondientes a los dias 0,
3, 5, 7 y 11) se encuentran reportados en los anexos 9 y 10. A continuacion se

describen los resultados caso por caso.

Poligalacturonasa

En la pulpa, el transcrito (ARNm) para el gen de la poligalacturonasa se acumulé
en frutos testigo y tratados con etileno y disminuyé en frutos tratados con 1-MCP,
es decir, en este ultimo caso los niveles de transcripcion para dicho gen fueron
significativamente menores que el nivel calculado para el dia 0 (calibrador) (Figura
4, Anexo 9).

Frutos pertenecientes al testigo y al tratamiento con etileno no presentaron
diferencias significativas en cuanto al nivel de transcripcion calculado para el gen
de la poligalacturonasa, pero en ambos grupos dicho nivel fue significativamente
mayor con respecto al dia 0 (calibrador) y también, como se indic6 anteriormente,
con respecto al tratamiento con 1-MCP para todas las fechas evaluadas (Figura 4,
Anexo 9).
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Figura 4. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la poligalacturonasa en la
pulpa de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia 0 (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p < 0,05).

En la cascara, en forma similar a la pulpa, el transcrito (ARNm) del gen de la
poligalacturonasa se acumulé en frutos testigo y tratados con etileno, y disminuyd
en frutos tratados con 1-MCP (Figura 5). Frutos pertenecientes al testigo y al
tratamiento con etileno no presentaron diferencias significativas entre si en cuanto
al nivel de transcripcion calculado para el gen de la poligalacturonasa, pero dicho
nivel fue significativamente mayor con respecto al dia 0 (dia 11 para el testigo y a
partir del dia 7 para el tratamiento con etileno) y con respecto al tratamiento con
1-MCP (durante todo el periodo de evaluacion para el testigo y a partir del dia 5

para el tratamiento con etileno) (Figura 5, Anexo 10).
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Lo anterior revela que el aumento en la acumulacion del transcrito (ARNm) de
este gen en comparacion con el dia 0 (calibrador) ocurri6 mas temprano en la
cascara de frutos tratados con etileno que en el testigo (al dia 7). Ademas, por
efecto del 1-MCP, los niveles del transcrito (ARNm) para el gen de la
poligalacturonasa no incrementaron en forma significativamente diferente del dia
0 (calibrador) durante todo el periodo de evaluacién, pero fueron
significativamente menores en comparacion con frutos testigo y frutos tratados

con etileno (Figura 5, Anexo 10).
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Figura 5. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la poligalacturonasa en la
cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia O (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p < 0,05).
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Endoxilanasa

En la pulpa, el transcrito (ARNm) del gen de la endoxilanasa se acumulé en forma
similar en frutos testigo y frutos tratados con etileno, y se retardé su acumulacién
en frutos tratados con 1-MCP. Frutos pertenecientes al testigo y al tratamiento con
etileno no presentaron diferencias significativas entre ellos en cuanto al nivel de
transcripcion calculado para el gen de la endoxilanasa durante todo el periodo de
evaluacién; pero dicho nivel fue significativamente mayor con respecto a los frutos
del dia O (calibrador) y con respecto a frutos tratados con 1-MCP (durante todo el
periodo de evaluacién para el testigo y hasta el dia 7 para el tratamiento con

etileno) (Figura 6, Anexo 9).

A diferencia del gen de la poligalacturonasa, el 1-MCP unicamente retardo la
acumulacion del transcrito (ARNm) del gen de la endoxilanasa. En frutos
pertenecientes al tratamiento con 1-MCP, los niveles de transcripcion calculados
los dias 3 y 5 no presentaron diferencias significativas con respecto al nivel
calculado el dia O (calibrador), pero si con respecto a los frutos testigo y tratados
con etileno, siendo la acumulacion del transcrito (ARNm) del gen de la
endoxilanasa significativamente menor en frutos tratados con 1-MCP. La
acumulacion del transcrito (ARNm) de este gen en frutos tratados con 1-MCP
aumentd el dia 7 y posteriormente no presentd diferencias significativas con
respecto a frutos tratados con etileno, pero si fue menor con respecto a los frutos

pertenecientes al testigo (Figura 6, Anexo 9).
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Figura 6. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la endoxilanasa en la pulpa
de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las barras de
error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las lineas
horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95% calculado
para el dia O (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la existencia de

diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos (p < 0,05).

En la cascara, el transcrito (ARNm) del gen de la endoxilanasa se acumulé en
todos los casos. Frutos pertenecientes al testigo y los tratamientos (tanto con
etileno como con 1-MCP) no presentaron diferencias significativas entre si en
cuanto al nivel de transcripcion calculado para el gen de la endoxilanasa. En el
caso de los frutos pertenecientes al testigo y frutos tratados con etileno, los
niveles calculados a los dias 7 y 11 fueron significativamente mayores que el dia
0 (calibrador) (Figura 7, Anexo 10).

En frutos tratados con 1-MCP, el nivel de transcripcion del gen aumentd
significativamente el dia 11, igualando los niveles calculados en frutos testigo y
tratados con etileno y dicho nivel fue significativamente mayor que los dias 0

(calibrador), 3 y 5 (Figura 7, Anexo 10). A diferencia del gen de la
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poligalacturonasa, el 1-MCP unicamente retardd la acumulacion del transcrito
(ARNm) del gen de la endoxilanasa, coincidiendo con lo descrito anteriormente en

el caso de la pulpa (Figuras 6 y 7, Anexos 9y 10).
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Figura 7. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la endoxilanasa en la
cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia 0 (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p <0,05).

Pectinesterasa

En la pulpa, el nivel del transcrito (ARNm) del gen de la pectinesterasa disminuy6
en el testigo al dia 11, y en frutos tratados (tanto con etileno como con 1-MCP)
disminuy6 en los dias 7 y 11 (Figura 8, Anexo 9). En frutos pertenecientes al

testigo los niveles de transcripciéon calculados los dias 3, 5 y 7 no difirieron
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significativamente del nivel calculado el dia O (calibrador); sin embargo, dicho
nivel disminuyé significativamente el dia 11. En el caso de frutos tratados con
etileno, se observd disminucion de los niveles de transcripcion del gen durante
todo el periodo de evaluacion, es decir, el transcrito (ARNm) disminuyé con
respecto al nivel calculado el dia 0 (calibrador) y fue significativamente menor el
dia 11 comparado con los dias 3 y 5. En el caso de frutos tratados con 1-MCP, los
niveles de transcripcion calculados los dias 3 y 5 no difirieron significativamente
del nivel calculado el dia 0 (calibrador); sin embargo, dicho nivel disminuyé

significativamente a partir del dia 7 (Figura 8, Anexo 9).
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Figura 8. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la pectinesterasa en la
pulpa de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia 0 (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p < 0,05).
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Al comparar el testigo con los diferentes tratamientos, se observo que el testigo y
el tratamiento con etileno presentaron diferencias significativas los dias 5, 7 y 11,
siendo los niveles calculados del transcrito (ARNm) del gen de la pectinesterasa
significativamente mayores en el testigo y menores con etileno (Figura 8, Anexo
9). El testigo y el tratamiento con 1-MCP no presentaron diferencias significativas
los dias 3, 5y 11 pero si el dia 7, siendo los niveles del transcrito (ARNm) del gen
de la pectinesterasa significativamente mayores en el testigo y menores con 1-
MCP (Figura 8, Anexo 9). El tratamiento con etileno y el tratamiento con 1-MCP
difirieron significativamente el dia 3, siendo los niveles del transcrito (ARNm) del
gen de la pectinesterasa significativamente menores con etileno (Figura 8, Anexo
9).

En la cascara, el transcrito (ARNm) del gen de la pectinesterasa se acumulé sin
variaciones significativas con respecto al dia 0 (calibrador) en frutos testigo y
tratados con 1-MCP en todas las evaluaciones, asi como hasta el dia 7 en los
frutos tratados con etileno. Considerando esta ultima excepcion, tampoco vario
significativamente entre tratamientos (Figura 9, Anexo 10). Sin embargo, al dia 11
se observo una disminucion significativa de los niveles del transcrito (ARNm) de
este gen en frutos tratados con etileno (Figura 9, Anexo 10).
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Figura 9. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la pectinesterasa en la
cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia 0 (calibrador). Letras diferentes en el grafico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p < 0,05).

Expansina

En la pulpa, se observd una disminucion de la transcripcion del gen de la
expansina para todas las fechas evaluadas, debido a que se presentaron niveles
del transcrito (ARNm) significativamente menores con respecto al nivel calculado

el dia 0 (calibrador) en todos los casos (Figura 10, Anexo 9).

En el caso de frutos pertenecientes al testigo, la mayor disminucidn de los niveles
de transcripciéon del gen fue observada el ultimo dia de evaluacién (dia 11). En el
caso de frutos tratados con etileno, la mayor disminucién de los niveles de

transcripcion fue observada el dia 7; dicha disminucién en la transcripcion se hizo
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significativamente menor el dia 11. En el caso de frutos tratados con 1-MCP, la
mayor disminucién se observé el dia 11, pero sin diferencias con respecto al dia 7
(Figura 10, Anexo 9).
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Figura 10. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la expansina en la pulpa
de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las barras de
error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las lineas
horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95% calculado
para el dia 0 (calibrador). Letras diferentes en el gréafico indican la existencia de

diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos (p < 0,05).

El testigo y el tratamiento con etileno presentaron diferencias significativas entre
si unicamente el dia 11, siendo la disminucion de los niveles de transcripcion del
gen significativamente menor en el testigo (Figura 10, Anexo 9). Por otro lado, el
testigo y el tratamiento con 1-MCP presentaron diferencias significativas entre
ellos unicamente en los dias 3 y 11, cuando, los niveles del transcrito (ARNm)

observados en frutos tratados con 1-MCP fueron significativamente mayores en
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comparaciéon con los frutos testigo (Figura 10, Anexo 9). Adicionalmente, frutos
tratados con etileno y frutos tratados con 1-MCP, no presentaron diferencias
significativas durante el transcurso del tiempo, sino hasta el dia 11, cuando la
transcripcion fue significativamente mayor en frutos tratados con etileno que en
frutos tratados con 1-MCP (Figura 10, Anexo 9).

En la cascara, a diferencia de la pulpa, se observé acumulacion del transcrito
(ARNm) del gen de la expansina para todas las fechas evaluadas (Figura 11,
Anexo 10). En el caso de frutos pertenecientes al testigo, a partir del dia 5 los
niveles del transcrito (ARNm) del gen de la expansina fueron significativamente
mayores que el nivel calculado el dia 0 (calibrador). En el caso de frutos tratados
con etileno, los niveles del transcrito (ARNm) del gen de la expansina fueron
significativamente mayores que el nivel calculado el dia O (calibrador) los dias 5 y
11. En el caso de frutos tratados con 1-MCP, los niveles del transcrito (ARNm) del
gen de la expansina fueron significativamente mayores que el nivel calculado el
dia 0 (calibrador) los dias 5 y 7. Al comparar el testigo y los diferentes
tratamientos, no se observaron diferencias significativas entre ellos durante todo
el periodo de evaluacion (Figura 11, Anexo 10).
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Figura 11. Cuantificacion relativa del ARNm del gen de la expansina en la
cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes tratamientos. Las
barras de error en el grafico representan el intervalo de confianza del 95%. Las
lineas horizontales en color rojo representan el intervalo de confianza del 95%
calculado para el dia O (calibrador). Letras diferentes en el gréfico indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre diferentes tratamientos
(p <0,05).

ACC deaminasa

En la pulpa, la transcripcion del gen candidato para la ACC deaminasa disminuyo
en todos los casos, ya que los niveles del transcrito (ARNm) calculados fueron
significativamente menores que el nivel calculado al dia 0 (calibrador) (Figura 12,
Anexo 9). En el caso de frutos pertenecientes al testigo, la transcripcion fue
significativamente menor que en frutos tratados con etileno y con 1-MCP (durante
los dias 3, 5 y 7), y se mantuvo sin variaciones significativas a través del tiempo
(Figura 12, Anexo 9). En frutos tratados con etileno, la transcripcion se hizo

significativamente mayor los dias 5 y 7 que en las otras fechas evaluadas;
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mientras que en frutos tratados con 1-MCP la transcripcion del gen fue
significativamente mayor los dias 3 y 5, al compararse con la observada los dias 7
y 11 (Figura 12, Anexo 9).
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Figura 12. Cuantificacion relativa del ARNm del gen candidato de la ACC
deaminasa en la pulpa de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes
tratamientos. Las barras de error en el grafico representan el intervalo de
confianza del 95%. Las lineas horizontales en color rojo representan el intervalo
de confianza del 95% calculado para el dia O (calibrador). Letras diferentes en el
grafico indican la existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre

diferentes tratamientos (p < 0,05).

En la cascara, la acumulaciéon del transcrito (ARNm) del gen candidato para la
ACC deaminasa disminuyé en frutos testigo, frutos tratados con etileno y 1-MCP
(Figura 13, Anexo 10). En el caso de frutos pertenecientes al testigo, la

transcripcion fue significativamente menor que en el caso de frutos tratados con



53

etileno y frutos tratados con 1-MCP (los dias 5 y 7 en comparacion al tratamiento
con etileno y el dia 5 en comparacion al tratamiento con 1-MCP). Ademas, en
frutos testigo el nivel de transcripcion fue significativamente menor que el nivel de
transcripcion calculado el dia 0 (calibrador) durante todo el periodo de evaluacion
(Figura 13, Anexo 10).
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Figura 13. Cuantificacion relativa del ARNm del gen candidato de la ACC
deaminasa en la cascara de frutos de papaya “Pococi” sometidos a diferentes
tratamientos. Las barras de error en el grafico representan el intervalo de
confianza del 95%. Las lineas horizontales en color rojo representan el intervalo
de confianza del 95% calculado para el dia O (calibrador). Letras diferentes en el
grafico indican la existencia de diferencias significativas en el tiempo y entre
diferentes tratamientos (p < 0,05).
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En frutos tratados con etileno también se observé disminucién de la transcripcién
del gen (los dias 3 y 11) en comparacion con los frutos del dia 0 (calibrador); sin
embargo, se produjeron cambios significativos a lo largo del tiempo en cuanto a la
transcripcion, ya que esta se hizo significativamente mayor el dia 7 en
comparacion con el testigo, igualando los niveles de transcripcién del dia 0
(calibrador). En frutos tratados con 1-MCP también se observd disminucién
significativa de la transcripcién del gen el dia 11 en comparacién con frutos del dia
0 (calibrador); sin embargo, al inicio de la evaluacion (dias 3, 5 y 7) los niveles del
transcrito (ARNm) no se diferenciaron significativamente del dia 0 (calibrador)
(Figura 13, Anexo 10).
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Ensayo Il

Correlacion entre la firmeza y la acumulacion de transcritos

Se busco correlacionar la firmeza de la pulpa y de la cascara de frutos de papaya
“Pococi” con la acumulaciéon de transcritos de los diferentes genes estudiados

(Cuadro 7). A continuacion se describe cada caso.

Cuadro 7. Analisis de correlaciéon entre la firmeza y la acumulacién de transcritos

de diferentes genes en la pulpa y en la cascara de frutos de papaya “Pococi”

Firmeza en pulpa Firmeza en cascara
Genes
r F P r F P
Poligalacturonasa -0,86 5351 <0,05 -0,66 1491 <0,05
Endoxilanasa -0,56 865 <005 -0,18 064 043
Pectinesterasa -0,01 0,001 097 068 16,32 <0,05
Expansina 0,07 0,10 0,75 0,01 0,003 0,96

ACC deaminasa -0,13 0,31 059 -0,15 043 0,52

*r = coeficiente de correlacion de Pearson.

Poligalacturonasa

La acumulacién de transcritos del gen de la poligalacturonasa se correlaciond
negativamente con los valores de firmeza, tanto en la pulpa como en la cascara
(Figura 14A y 14B). Los coeficientes de correlacion (r) calculados en ambos casos
(Cuadro 7) indican que una mayor acumulacién de transcritos de este gen

coincide con la pérdida de firmeza del fruto y viceversa.
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Figura 14. Correlacién entre los valores de firmeza y acumulacion de transcritos

del gen de poligalacturonasa en la pulpa (A) y la cascara (B) de frutos de papaya

“Pococi”.

Endoxilanasa

La acumulacién de transcritos del gen de la endoxilanasa también se correlacioné

negativamente con los valores de firmeza en la pulpa y en la cascara (Figura 15A

y 15B), aunque dicha correlacién fue mas fuerte en la pulpa. Los valores de r

calculados en ambos casos (Cuadro 7) indican que una mayor acumulacion de

transcritos de este gen coincide con la pérdida de firmeza del fruto y viceversa.
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Figura 15. Correlaciéon entre los valores de firmeza y acumulacion de transcritos

del gen de endoxilanasa en la pulpa (A) y la cascara (B) de frutos de papaya

“Pococi”.
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Pectinesterasa

La acumulacién de transcritos del gen de la pectinesterasa no mostré ningun tipo
de correlacion con los valores de firmeza en la pulpa (Figura 16A), pero se
correlaciond positivamente con los valores de firmeza de la cascara (Figura 16B).
En este ultimo caso, el valor de r calculado (Cuadro 7) indica que una mayor
acumulacion de transcritos del gen, coincide con una mayor firmeza en la cascara

y viceversa.
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Figura 16. Correlacion entre los valores de firmeza y acumulacion de transcritos
del gen de pectinesterasa en la pulpa (A) y la cascara (B) de frutos de papaya

“Pococi”.

Expansina

La acumulaciéon de transcritos del gen de la expansina no mostré ninguna
correlacion con los valores de firmeza, ni en la pulpa ni en la cascara (Figura 17A
y 17B, Cuadro 7).
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Figura 17. Correlacion entre los valores de firmeza y acumulacion de transcritos
del gen de expansina en la pulpa (A) y la cascara (B) de frutos de papaya
“Pococi”.

ACC deaminasa

La acumulacion de transcritos del gen candidato para la ACC deaminasa no
mostré correlacion con los valores de firmeza, ni en la pulpa ni en la cascara
(Figura 18A y 18B, Cuadro 7).
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Figura 18. Correlacion entre los valores de firmeza y acumulacion de transcritos
del gen candidato para la ACC deaminasa en la pulpa (A) y la cascara (B) de
frutos de papaya “Pococi”.
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Discusion

Firmeza

La pérdida de firmeza observada en frutos de papaya “Pococi” tratados con
etileno, tanto en la pulpa como en la cascara, y en la pulpa de los frutos no
tratados (Fig. 2), se debe posiblemente a que la papaya es un fruto climatérico y
por lo tanto, los cambios que ocurren durante el proceso de su maduracion,
incluyendo el rapido suavizamiento, se encuentran asociados al incremento en la
respiracion celular, a la produccion enddgena y a la aplicacion exégena de etileno
(Zhang y Paull, 1990; Purwoko et al., 2002; Lépez-Gomez et al., 2004; Rodrigo et
al., 2012).

El etileno es una molécula gaseosa sintetizada por las plantas, que califica como
una hormona vegetal y actualmente se reconoce su participacion y sus efectos en
el proceso de maduracion de los frutos (Argueso et al., 2007; Bapat et al., 2010;
Rodrigo et al, 2012). Jayawickrama et al. (2001) observaron la pérdida
significativa de la fiirmeza en frutos preclimatéricos de papaya de la variedad
“Rathna” que habian sido tratados con etileno gaseoso (250 ppm), Ethrel (1,65 ml)
y carburo de calcio (CaC,, 1g por cada kg de fruta), el cual libera una molécula
analoga al etileno denominada acetileno (C2H;). Lo anterior ejemplifica la relacién
de esta hormona con la pérdida de firmeza en frutos de papaya.

A pesar de que el suavizamiento o |la pérdida de firmeza es uno de los cambios
importantes asociados a la maduracion de frutos en general, tanto climatéricos
como no climatéricos, en frutos climatéricos como la papaya, este cambio se ha
asociado a la alta sensibilidad que éstos presentan al etileno exégeno o
moléculas analogas al mismo (Goulao y Oliveira, 2008, Bapat et al., 2010;
Rodrigo et al., 2012; Gapper et al., 2013). Esta demostrado que aplicar etileno en

forma exdgena en cantidades tan pequenas como 100 ppm, induce y acelera el
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proceso de maduracion, suavizamiento y cambio de color en frutos de papaya
(Fabi et al., 2007). Lo anterior, explicaria el por qué los frutos de papaya “Pococi”
tratados con etileno exégeno se suavizaron mas rapidamente que los que no
fueron tratados. Fabi et al. (2007) observaron la pérdida de firmeza en frutos
preclimatéricos de papaya de la variedad “Sunset’, tan sélo 3 dias después de
haber aplicado etileno (100 pl/L). Dicha pérdida de firmeza ocurri6 mas rapido que
en frutos no tratados, los cuales comenzaron a perder su firmeza 1 dia después
de los que habian sido tratados con etileno, y que en frutos tratados con 1-MCP
(100 nL/L), los cuales no perdieron su firmeza. Safudo-Barajas et al. (2008a)
también observaron la aceleracion de la pérdida de firmeza al aplicar Etefén (2.5
g/L) a frutos de papaya “Maradol”, en comparacién con frutos que no habian sido
tratados y en frutos tratados con 1-MCP (300 nL/L).

Umana et al. (2011) observaron que la mayor pérdida de firmeza en frutos de
papaya “Pococi” con diferentes grados de madurez y almacenados a temperatura
ambiente (22°C) se produce entre los dias 3 y 9 del almacenamiento. Lo anterior
coincide con la pérdida de firmeza observada en cascara y pulpa para frutos
tratados con etileno, y con la pérdida de firmeza en la pulpa para frutos sin tratar,
almacenados entre 18-20°C en este estudio. Adicionalmente, durante el proceso
de maduracién, los tejidos del fruto de papaya se suavizan diferencialmente. La
parte interna del mesocarpo se suaviza y pierde firmeza rapidamente en
comparacion con la parte externa (Lazan et al.,, 1995), lo cual podria explicar el
rapido suavizamiento observado de la pulpa con respecto a la cascara en los

frutos tratados con etileno y en frutos sin tratar.

Por otra parte, la retencion de la firmeza de los frutos de papaya “Pococi” tratados
con 1-MCP se debe probablemente a que el 1-MCP (C4Hg), una molécula
gaseosa analoga quimicamente al etileno, aun en bajas concentraciones se une
irreversiblemente a los receptores de etileno, bloqueando su accién e inhibiendo
la sintesis autocatalitica del mismo (Blankenship y Dole, 2003; Moya-Leén et al.,
2004; Manenoi y Paull, 2007a; Nimitkeatkai et al., 2008; Sanudo-Barajas et al.,
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2008a; Bron y Jacomillo, 2009). Por lo tanto, el tratamiento de frutos de papaya
con este compuesto inhibe el suavizamiento o la pérdida de firmeza durante la

maduracion de los mismos.

Color

En la pulpa, el cambio de color se evidencié y se logré cuantificar con una
disminucion leve de los valores de L* (dia 7) y un aumento de los valores de a* y
b* (dias 5 y 7) (Cuadro 4); lo cual indica que ocurrié6 un leve oscurecimiento,
enrojecimiento y amarillamiento (respectivamente) con relacién al color inicial de
la pulpa en los frutos recién cosechados. La misma tendencia ha sido observada y
cuantificada en la cascara y en la pulpa de frutos de papaya de la variedad
“Maradol” durante diferentes etapas de maduraciéon (Santamaria-Basulto et al.,
2009), y esta relacionado con el proceso normal de maduracion de este fruto. Sin
embargo, en la pulpa de esta ultima variedad los valores de L* disminuyeron y los
valores de a* aumentaron en mayor medida que en la variedad “Pococi”; donde

los cambios observados fueron menos pronunciados.

Ademas de los factores genéticos que pueden estar involucrados, los estados de
madurez de los frutos en cada caso también pueden haber jugado un papel
importante en las diferencias observadas. Asi, en el presente estudio los frutos de
papaya “Pococi” fueron cosechados con 10% de area amarilla en cascara y color
en pulpa, mientras que Santamaria-Basulto et al. (2009) determinaron como
estadio inicial frutos de papaya “Maradol” sin area amarilla en la cascara y sin
color en la pulpa. Por lo tanto, los cambios pronunciados observados por
Santamaria-Basulto et al. (2009) probablemente no fueron observados en este
estudio, porque los frutos de papaya empleados de la variedad “Pococi” estaban
en un estadio de madurez mas avanzado que el de los frutos de papaya

“Maradol”.
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Tampoco se observé un efecto de los tratamientos empleados sobre el cambio de
color de la pulpa de los frutos de papaya “Pococi” probablemente debido a que al
grado de madurez con el cual fueron cosechados estos frutos, la pulpa
presentaba caracteristicamente un 80% de color naranja, es decir, la pulpa
practicamente exhibia un grado avanzado en color, lo cual es caracteristico de
esta variedad de papaya (Umana et al., 2011).

Por el contrario, era de esperarse que los tratamientos si tuvieran un efecto sobre
el cambio de color en la cascara, dado que solo presentaban un 10% de
amarillamiento al momento de la cosecha. En frutos tratados con etileno y sin
tratar, el cambio de color en la cascara se logré cuantificar debido a un aumento
de los valores L*, a* y b* (Cuadro 5), los cuales indican que ocurrié un
aclaramiento y cambio de color de verde a amarillo o naranja en este tejido, entre
los dias 5 y 11 y que dicho cambio fue mas pronunciado en frutos tratados con
etileno que en frutos no tratados y en frutos tratados con 1-MCP (Fig. 3). En este
ultimo caso, se ven reflejados los efectos reportados del etileno y 1-MCP sobre el
cambio de color en la cascara de frutos de papaya. En frutos tratados con etileno
se acelera el proceso de maduracion y por tanto se acelera el cambio de color
debido a la degradacion de la clorofila y a la sintesis de carotenoides; mientras
que en frutos tratados con 1-MCP el cambio de color se retrasa, posiblemente
debido a que se inhibe la degradacion de clorofila y la sintesis de carotenoides
(Blankenship y Dole, 2003; Safudo-Barajas et al., 2008a).

Umana et al. (2011) reportaron que en la cascara de frutos de papaya “Pococi” sin
tratar, almacenados a temperatura ambiente (22°C), ocurrié un incremento en el
porcentaje de amarillamiento entre los dias 5 y 9 del almacenamiento, lo cual
coincide con lo observado para los frutos tratados con etileno y sin tratar,
almacenados a 18-20°C en este trabajo, ya que los frutos utilizados pertenecen a
la misma variedad y se almacenaron bajo condiciones similares a Umarna et al.,
(2011).
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pH, acidez titulable y sélidos solubles

La disminucion o el aumento del pH en frutos, se atribuye a un mayor o menor
contenido de acidos organicos (ionizados) en los tejidos vegetales
respectivamente (Montalvo-Gonzalez et al., 2009; Rodrigo et al., 2012). En la
pulpa de los frutos de papaya, tratados y no tratados, la disminucién significativa
en el pH puede deberse a la produccion de acidos organicos durante el proceso
de maduracion. Esa produccién de acidos organicos fue acelerada por efecto del
etileno, ya que el valor registrado de pH en la pulpa de los frutos tratados con
etileno fue menor que el de los frutos no tratados o tratados con 1-MCP. Lo
anterior coincide con el incremento de la acidez titulable (% acido citrico) en frutos
tratados con etileno, lo cual indica que la disminucién del pH se podria asociar al
incremento de acidos organicos. En general, la variacion del pH en frutos es
inversamente proporcional a la variacion de la acidez titulable, es decir, valores
bajos de pH coinciden con altos valores de acidez titulable y viceversa (Montalvo-
Gonzalez et al., 2009).

Varias razones podrian explicar el incremento de acidos organicos durante el
proceso de maduracion en frutos de papaya. Una de las razones es que la
maduracion demanda mucha energia, la cual es obtenida a través del proceso de
respiracion celular. En dicho proceso participan diversos acidos organicos
(ionizados) como intermediarios del ciclo de Krebs o ciclo del &cido citrico (citrato,
isocitrato, succinato, fumarato, malato, oxalacetato, entre otros). Por lo tanto, en
frutos climatéricos durante el proceso de maduracion y gracias a la alta tasa
respiratoria y metabdlica, existe mayor contenido de acidos organicos (Pinto et al.,
2006; Rodrigo et al., 2012). Otra razén es el proceso mismo de degradacion de
las paredes celulares necesario para el suavizamiento de los frutos. La
degradacién de paredes celulares provoca la liberacidén de acidos organicos como
el acido galacturénico (liberado por la actividad de la enzima poligalacturonasa)
(Pinto et al., 2006, Almeida-Castro et al., 2011). Finalmente, una tercera razon es

la sintesis autocatalitica del etileno, la cual genera una alta concentracion de ACC
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(que es un acido) en tejidos de frutos que han madurado por completo, ya que en
estos frutos la actividad enzimatica de la ACC oxidasa es menor (De la Cruz et al.,
2010).

Lo anterior, podria explicar la disminucion del pH y el aumento de la acidez
titulable (% acido citrico) observados en los frutos de papaya “Pococi” tratados
con etileno (Cuadro 6), dado que los efectos de la aplicacién exégena de esta
hormona en los frutos climatéricos consisten en el adelanto de la explosién de la
tasa respiratoria, mayor suavizamiento del fruto y aumento de la concentracion
enddgena de ACC. Asimismo, el uso de inhibidores de la sintesis de etileno o de
su accion, las bajas temperaturas y las atmoésferas ricas en CO,, retrasan la
explosion de la tasa respiratoria, el suavizamiento y la sintesis autocatalitica de
etileno (Rodrigo et al., 2012). Lo anterior también podria explicar porqué los frutos
de papaya “Pococi” tratados con 1-MCP y no tratados presentaron mayor pH y
menor acidez titulable (% acido citrico) en comparacién con los frutos tratados con
etileno.

Los solidos solubles no mostraron variaciones entre tratamientos ni en el tiempo.
Lo anterior coincide con los resultados obtenidos por Bron y Jacomillo (2006) y
Umana et al. (2011), ya que ambos grupos de investigadores observaron pocos
cambios poscosecha en los sdlidos solubles de frutos de papaya de las
variedades “Golden” y “Pococi” con diferentes grados de madurez, almacenados
a temperatura ambiente (22-23°C). Los pocos cambios observados en los sélidos
solubles entre los tratamientos y en el tiempo, pueden atribuirse a que los frutos
de papaya “Pococi” al igual que los frutos de papaya “Golden” y “Maradol”, dejan
de acumular azucares una vez que han sido cosechados y presentan bajo
contenido de almidén que pueda ser hidrolizado en azucares para la obtenciéon de
energia durante la maduracion (Bron y Jacomillo, 2006; De la Cruz et al., 2010).
Umarna et al. (2011) reportaron que durante el almacenamiento, a temperatura
ambiente, de frutos de papaya "Pococi” cosechados con diferentes grados de
maduracion, los frutos alcanzaron un valor maximo de sélidos solubles de 10,8
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grados; valores similares fueron obtenidos en este estudio (Cuadro 6), ya que los
frutos utilizados pertenecen a la misma variedad y se almacenaron bajo

condiciones similares.

Acumulacion de transcritos y correlacion con pérdida de firmeza

Poligalacturonasa

La poligalacturonasa cataliza la hidrélisis de los enlaces galacturonanos (enlaces
del acido galacturonico) de pectinas que forman parte de la pared celular. Durante
la maduracion de frutos de papaya “Pococi”, el ARNm del gen de la
poligalacturonasa se acumulé en los tejidos de los frutos tratados con etileno y sin
tratar, pero no en frutos tratados con 1-MCP, tanto en la pulpa como en la cascara
(Figuras 4 y 5). Ademas, tanto en el testigo como en frutos tratados con etileno se
evidencio un incremento tardio en la acumulacién de transcritos del gen en la
cascara, en comparacién con la pulpa, lo cual coincide con el patron de

maduracioén y suavizamiento del fruto de adentro hacia afuera (Lazan et al., 1995).

Adicionalmente, la transcripcion de dicho gen se correlacioné negativamente con
la firmeza durante la maduracion del fruto, tanto en pulpa como en cascara, ya
que a medida que el transcrito del gen se acumulaba, la firmeza de los frutos
disminuia y viceversa (Fig. 14). Por lo tanto, el suavizamiento de los tejidos en el
fruto corresponde a un aumento en la transcripcion de la poligalacturonasa y

posiblemente de su actividad enzimatica.

Sanudo-Barajas et al. (2008b) mostraron que durante el suavizamiento de frutos
de papaya “Maradol” tratados con etefén, la solubilizacién de la pared celular y la
depolimerizacion de las pectinas fue mayor que en frutos tratados con 1-MCP vy
atribuyeron dicha depolimerizacion a la degradacion extensiva de

homogalacturonanos y liberacion de oligobmeros acidicos, lo cual sugirié la
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participacion de la enzima poligalacturonasa en el proceso de suavizamiento de
los frutos. Mas tarde, Fabi et al. (2009) reportaron la expresion de un gen que
codifica para la poligalacturonasa durante la maduracién de frutos de papaya del
cultivar “Golden” y correlacionaron indirectamente la expresién de dicho gen con

la actividad enzimatica de la poligalacturonasa y la pérdida de firmeza del fruto.

Sin embargo, otros investigadores (Thumdee et al., 2007 y 2010) no lograron
correlacionar directamente el ablandamiento de frutos de papaya del cultivar
“Sunset” con la actividad de la poligalacturonasa, pero si con la actividad de otras
enzimas, y atribuyeron el no ablandamiento de frutos tratados con 1-MCP del
mismo cultivar a una supresion total de la actividad de la enzima endoxilanasa,
pero no de la poligalacturonasa. En este estudio se muestra una fuerte
disminucién de la transcripcion del gen de la poligalacturonasa, y no de la
endoxilanasa, en frutos de papaya “Pococi” tratados con 1-MCP, lo cual podria

ser la causa real de que estos frutos no se ablanden.

Estd demostrado que en tomate (Solanum lycopersicum L.), el gen de la
poligalacturonasa se expresa y el ARNm perteneciente a este gen se acumula
como respuesta al etileno (enddgeno y exdgeno) y por lo tanto se considera como
un gen dependiente y regulado positivamente por dicha hormona (Sitrit y Bennett,
1998). El etileno es una hormona percibida en las plantas por una familia de
receptores transmembranales, ubicados en I|la membrana del reticulo
endoplasmatico, denominados ETRs (ethylene receptors, por sus siglas en
inglés). Dichos receptores tienen una serie de caracteristicas que les permiten
transmitir una sefal al percibir etileno. La transduccién de la sefal, al percibir
etileno, culmina con la expresion de factores de transcripcion ERFs (ethylene
response factors, por sus siglas en inglés). Estos factores de transcripcion ERFs
inducen a su vez la expresion de otros genes considerados dependientes del
etileno que participan en diferentes respuestas a la hormona, entre ellas el
proceso de maduracion de frutos (Handa et al., 2012).
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En este estudio, se encontré que la transcripcion del gen de la poligalacturonasa
en frutos de papaya “Pococi” es inhibida por el 1-MCP. Si el 1-MCP bloquea la
percepcion del etileno (enddgeno) por unién irreversible al receptor (Blankenship y
Dole, 2003), la sefal del etileno (endégeno o exdgeno) no se transmite y, por
ende, el gen de la poligalacturonasa no se traduce a proteina y los frutos no se
suavizan. Li et al. (2013) estudiaron la expresion de cuatro genes pertenecientes
a la familia de ERFs en papaya y demostraron que el tratamiento con 1-MCP
inhibi6 la expresion de un gen que codifica para un factor de transcripcion ERF
denominado CpERF2, mientras que el etileno estimulé su expresién. Lo anterior,
apoya la teoria de que el 1-MCP modifica la transduccién de la sefal del etileno y

por ende la transcripcion de los genes que el etileno regula.

El efecto del 1-MCP ha sido descrito como irreversible en frutos de papaya
(Sanudo-Barajas et al., 2008a), al igual que ocurre en manzanas (Dal Cin et al.,
2005). Un estudio comparativo de los efectos del 1-MCP entre manzanas y
melocotones, revel6 que la manzana no perdia firmeza después de la aplicacion
de 1-MCP; mientras que los melocotones si perdian firmeza y se suavizaban
normalmente después del periodo de incubacion en 1-MCP. La diferencia
observada entre la manzana y los melocotones fue atribuida a que en la manzana
no se registraba actividad poligalacturonasa después de la aplicacién de 1-MCP;
mientras que en los melocotones la actividad de esta enzima se recuperaba
rapidamente posterior al periodo de incubacién con 1-MCP (Dal Cin et al., 2005).
De esa forma, la disminucién observada de la transcripcién del gen que codifica
esta enzima en frutos de papaya “Pococi” tratados con 1-MCP, podria ser una de
las razones que expliquen el efecto irreversible del compuesfo sobre la firmeza
del fruto.

Por lo tanto, los resultados de investigaciones previas, en conjunto con el
presente estudio, sugieren que la transcripcion del gen que codifica para la
enzima poligalacturonasa y su posterior actividad es fundamental durante el
proceso de suavizamiento de frutos de papaya, incluyendo al cultivar “Pococi” y
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que la transcripcion de dicho gen es reprimida por el 1-MCP y por lo tanto, la
poligalacturonasa debe considerarse como una enzima cuyo gen es dependiente
del etileno, al igual que ocurre en el caso del tomate; es decir, el etileno regula

positivamente la expresion de este gen en los frutos de papaya.

Sin embargo, la transcripcion de este gen y su posterior actividad
poligalacturonasa no deben considerarse como los Unicos factores responsables
del proceso de suavizamiento de los frutos de papaya “Pococi’, dado que
existieron diferencias en el patrén de pérdida de firmeza entre frutos tratados con
etileno y frutos testigo, pero no existieron diferencias en cuanto al patron de
transcripcion de este gen entre frutos tratados con etileno y frutos testigo; lo que
indicaria que en el proceso de la pérdida de firmeza en frutos tratados con etileno
estarian influyendo otros factores, como genes codificantes para otras enzimas

hidroliticas cuyo estudio de transcripcion no fue incluido en esta investigacion.

Adicionalmente, el sistema por medio del cual el etileno regula la transcripcion del
gen de la poligalacturonasa en los frutos de papaya podria ser diferente al
sistema de factores de transcripcion ERFs descritos anteriormente, ya que se
sabe que dichos factores de transcripcion reconocen e interaccionan con
secuencias conservadas denominadas cajas GCC (GCC box, en inglés) en los
promotores de los genes considerados dependientes del etileno (Handa et al.,
2012) y dicha secuencia no se encuentra descrita en el promotor del gen de la
poligalacturonasa de papaya estudiado (Fabi et al., 2009). Por lo tanto, pueden
existir otros factores de transcripcion diferentes a los ERFs en papaya u otros
elementos diferentes a la caja GCC en el promotor del gen de la
poligalacturonasa de papaya que sean reconocidos por los factores de
transcripcion para controlar la expresion del gen en respuesta al etileno (exégeno
y endégeno). Lo anterior requerira de estudios posteriores, utilizando frutos de

papaya como modelos de estudio.
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En conclusion, los resultados de esta investigacion sugieren que una posible
estrategia para prolongar la vida poscosecha y retrasar el proceso de
suavizamiento en frutos de C. papaya cultivar “Pococi”, podria ser el
silenciamiento de los genes que codifican para poligalacturonasas por medio de la
tecnologia del ARNi (ARN interferente), ya que la represion de la transcripcién del
gen coincide con el mantenimiento de la firmeza del fruto.

En tomate ya se ha utilizado la estrategia de silenciamiento de la expresiéon del
gen de la poligalacturonasa para alargar la vida poscosecha de los frutos, pero
esta misma estrategia no ha sido utilizada hasta la fecha en papaya (Kramer y
Redenbaugh, 1994). El tomate FLAVR SAVR™ constituye un ejemplo de un
organismo genéticamente modificado exitosamente comercializado, cuya vida
poscosecha logré alargarse por medio de ARNi para silenciar el gen de la
poligalacturonasa (Kramer y Redenbaugh, 1994).

La informacion generada por esta investigacién también sugiere que el estudio de
los factores de ftranscripcion (represores o activadores) que regulan la
transcripcion del gen de la poligalacturonasa en C. papaya, y que hasta la fecha
no se conocen, podria resultar util para modificar genéticamente plantas de
papaya, controlar el suavizamiento del fruto y alargar su vida poscosecha.

Ademas del uso de la ingenieria genética como estrategia para retrasar la pérdida
de firmeza en los frutos, podria indagarse la presencia de marcadores
moleculares dentro de los genes que codifican para enzimas poligalacturonasas
en diferentes cultivares de papaya, y detectar polimorfismos o mutaciones que
puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento genético dirigidos por

marcadores moleculares.

Endoxilanasa

La endoxilanasa cataliza la hidrdlisis de hemicelulosas que forman parte de la

pared celular, especificamente los enlaces B-1,4-xilosil de los xilanos vy
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arabinoxilanos (Manenoi y Paull, 2007b). En frutos del cultivar “Pococi” el gen de
la endoxilanasa se transcribié y el ARNm del gen se acumulé en los tejidos (pulpa
y cascara) de los frutos tratados con etileno y sin tratar, pero dicha acumulacion
fue menor en los tejidos de frutos tratados con 1-MCP (Figuras 6 y 7). La
acumulacion de transcritos de este gen también se correlacioné negativamente
con la firmeza en la pulpa (Fig. 15A), pero no ocurri6 lo mismo en la cascara (Fig.
15B). Por consiguiente, el suavizamiento de la pulpa en el fruto implica un
aumento en la transcripcion del gen de la endoxilanasa y viceversa. La baja
correlacion observada en el caso de la cascara, en comparaciéon con la de la
pulpa, posiblemente se deba al hecho de que el fruto de papaya madura desde el
interior hacia el exterior y en la cascara de los frutos muestreados (ensayo Il) la
transcripcidn en la cascara aun era baja al momento de tomar las muestras, en

comparacion con la pulpa (Lazan et al., 1995).

Manenoi y Paull (2007b) estudiaron la expresion del gen que codifica para la
endoxilanasa en frutos de papaya de diferentes cultivares (“Line 8", “Line 4-16" y
“Sunset”) y lograron correlacionar negativamente su expresion y acumulaciéon con
la firmeza de los frutos. Ademas, determinaron que durante el proceso de
maduracion la expresion del gen, la cantidad de la enzima y su actividad
aumentaron de forma similar en todos los cultivares; sin embargo, al someter los
frutos a tratamientos con 1-MCP ocurria lo contrario y atribuyeron el efecto del 1-
MCP sobre la firmeza de los frutos a una represion total del gen de la
endoxilanasa.

Thumdee et al. (2007 y 2010) también estudiaron la actividad enzimatica de la
endoxilanasa durante la maduracion de frutos de papaya del cultivar “Sunset” y su
relacion con el proceso de suavizamiento en frutos tratados y no tratados con 1-
MCP. Como resultado, lograron correlacionar negativamente la actividad de la
endoxilanasa del mesocarpo con la firmeza medida sobre la cascara de los frutos.

Ademas, confirmaron que la actividad de la enzima endoxilanasa era suprimida
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totalmente en los frutos tratados con 1-MCP y atribuyeron el efecto del 1-MCP a

una represion de la expresion de dicho gen.

Sin embargo, en el presente estudio no se logré confirmar una represion total de
la transcripcion del gen de la endoxilanasa en la pulpa o en la cdscara de frutos
de papaya “Pococi” tratados con 1-MCP. Unicamente se observé un retraso de la
transcripcion en comparacion con frutos tratados con etileno y no tratados. Pero el
gen de la endoxilanasa si se transcribe y llega a nivelarse e igualar con el
transcurso del tiempo la transcripcién en los frutos tratados con etileno, tanto en la
pulpa como en la cascara. Por lo tanto, los resultados obtenidos en frutos de
papaya “Pococi” no coinciden con lo obtenido en otros cultivares y reportado por
diferentes investigadores y sugieren que la endoxilanasa es una enzima cuyo gen
no es totalmente dependiente o regulado por el etileno, como en el caso de la
poligalacturonasa. Lo anterior requerira de estudios posteriores, utilizando frutos
de papaya como modelos de estudio.

Por otro lado, esta investigaciéon comprueba que una menor acumulacion inicial de
transcritos del gen de la endoxilanasa contribuye con el mantenimiento de la
firmeza en los frutos de papaya de la variedad “Pococi” tratados con 1-MCP y por
lo tanto, tanto la poligalacturonasa como la endoxilanasa juegan un papel

fundamental para regular el suavizamiento de frutos de papaya de este cultivar.

En conclusién, los resultados de esta investigacién sugieren que una posible
estrategia para prolongar la vida poscosecha y retrasar el proceso de
suavizamiento en frutos de C. papaya cultivar “Pococi”, podria ser el
silenciamiento de los genes que codifican para endoxilanasas por medio de la
tecnologia del ARNi, ya que la represion inicial de la transcripcion del gen coincide
con el mantenimiento de la firmeza del fruto.

Ademas del uso de la ingenieria genética como estrategia para retrasar la pérdida
de firmeza en los frutos, al igual que en el caso de la poligalacturonasa, podria

indagarse la presencia de marcadores moleculares dentro de los genes que
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codifican para enzimas endoxilanasas en diferentes cultivares de papaya, y
detectar polimorfismos o mutaciones que puedan ser utilizadas en programas de

mejoramiento genético dirigidos por marcadores moleculares.

Sin embargo, la transcripcion de este gen y su posterior actividad endoxilanasa no
deben considerarse como los uUnicos factores responsables del proceso de
suavizamiento de los frutos de papaya “Pococi”, dado que al igual que en el caso
del gen descrito anteriormente, existieron diferencias en el patron de pérdida de
firmeza entre frutos tratados con etileno y el testigo, pero no existieron diferencias
en cuanto al patrén de transcripcion de este gen entre frutos tratados con etileno y
el testigo; lo que indicaria que en el proceso de la pérdida de firmeza en frutos

tratados con etileno estarian influyendo otros factores.

Pectinesterasa

Las pectin-metilesterasas o pectinesterasas son enzimas que remueven |os
grupos metilo de las pectinas esterificadas (homogalacturonanos o
ramnogalacturonanos) y participan en la expansion de la pared celular.
Actualmente, se acepta que el patrén y distribucion de estos grupos metilo afecta
las propiedades y caracteristicas de la pared celular como respuesta a diversos
estimulos. De hecho la actividad de otras hidrolasas, como la poligalacturonasa y
las pectatoliasas, dependen de ciertos patrones de metilaciéon. La
poligalacturonasa por ejemplo, cataliza la hidrélisis de los enlaces galacturonanos
sélo si previamente han sido demetilados (Brummell y Harpster, 2001; Wolf et al.,
2012). Por lo tanto, es de esperarse que la transcripcién del gen de la
pectinesterasa y actividad enzimatica de dicha enzima ocurra de forma temprana
en comparacion con la transcripcion de genes que codifican para otras enzimas
hidrolasas y que la transcripcion inicial de la pectinesterasa en los tejidos sea

indicador de una predisposicion al suavizamiento de los mismos, ya que la
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actividad de la poligalacturonasa por ejemplo, depende del grado de metilacién de

las pectinas.

Fabi et al. (2010) dilucidaron la expresion de distintos genes involucrados en el
proceso de maduracién de frutos de papaya del cultivar “Golden” sometidos a un
tratamiento con etileno y entre ellos encontraron el transcrito del gen que codifica
para la enzima pectinesterasa. Segun el estudio, la expresién del gen de la
pectinesterasa se reprimié durante la maduracién de los frutos de papaya tratados
con etileno a diferencia de aquellos que fueron tratados con 1-MCP. En frutos de

papaya del cultivar “Pococi”, ocurrié algo similar.

Recientemente, Fabi et al. (2012) por medio de la técnica de microarreglos
validada por PCR en tiempo real, observaron la represion de dos genes que
codifican pectimetilesterasas (PME1 y PME2) en frutos de papaya “Golden” sin
tratar, y dicha represion ocurria en los frutos a tan sélo dos dias después de haber
sido cosechados.

En el presente estudio, la transcripcién del gen de la pectinesterasa en frutos de
papaya “Pococi” se reprimi6 en el tratamiento con etileno, tanto en la pulpa como
en la cascara y posteriormente en frutos tratados con 1-MCP en la pulpa y en
frutos no tratados (Figuras 8 y 9). Lo anterior, sugiere la transcripcién temprana
del gen de la pectinesterasa durante la maduracién de los frutos de papaya,
puesto que no se logré detectar un aumento y acumulacién del transcrito del gen
en el estado de maduracion en el que se encontraban los frutos estudiados y que
el etileno logré adelantar la observacién de la inhibicion de la expresion de este
gen. También sugiere que la transcripcion del gen de la pectinesterasa podria no
ser dependiente del etileno o que por el contrario, el etileno regule negativamente
su transcripcion, al contrario de lo que ocurre con el gen de la poligalacturonasa.
De esa forma, la poligalacturonasa actuaria unicamente sobre pectinas que han
sido previamente demetiladas (Brummell y Harpster, 2001; Wolf et al., 2012).
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Al analizar la correlacion entre el suavizamiento de los tejidos y la acumulacién
del transcrito del gen de la pectinesterasa se confirma que durante la maduracion
del fruto de papaya “Pococi” la transcripcién de dicho gen no se correlacioné con
la firmeza en la pulpa (Fig. 16A), pero se correlacioné positivamente con la
firmeza en la cascara (Fig. 16B). Lo anterior se explicaria debido al patrén de
maduracién existente en el fruto de papaya. La cascara en frutos de papaya
madura posterior a la pulpa, y por lo tanto pierde firmeza en forma tardia; mientras
que la pulpa se suaviza mas rapido (Lazan et al., 1995). Por lo tanto, lo observado
sugiere que los tejidos del fruto de papaya requieren la transcripcion del gen de la
pectinesterasa antes de comenzar a perder su firmeza (predisposicion al
suavizamiento) y una vez que se han suavizado por completo la transcripcion del
gen es menor. Si la cascara se suaviza posterior a la pulpa es de esperarse que
el ARNm del gen se acumule en mayor medida en frutos mas firmes o en frutos
con un grado de madurez menor que en frutos menos firmes o con grado de

madurez avanzado.

En conclusion, los resultados de esta investigacion sugieren que una posible
estrategia para prolongar la vida poscosecha y retrasar el proceso de
suavizamiento en frutos de C. papaya cultivar “Pococi” podria ser el
silenciamiento de los genes que codifican para pectimetilesterasas por medio de
la tecnologia del ARNi, ya que la pectimetilesterasa no catalizaria la demetilacién
de las pectinas y a su vez éstas ultimas no serian degradadas por las
poligalacturonasas en forma posterior.

Ademas del uso de la ingenieria genética como estrategia para retrasar la pérdida
de firmeza en los frutos, también podria indagarse la presencia de marcadores
moleculares dentro de los genes que codifican para enzimas pectimetilesterasas
en diferentes cultivares de papaya, y detectar polimorfismos o mutaciones que
puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento genético dirigidos por

marcadores moleculares.
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Expansina

La expansina es una proteina no catalitica, que ha sido asociada con el proceso
de ablandamiento de la pared celular de frutos de papaya de montaina
(Vasconcellea pubescens). Esta proteina induce la expansién de las paredes
celulares, mediante la interrupcion de puentes de hidrogeno entre las microfibrillas
de celulosa y otros polisacaridos de la pared (hemicelulosas y pectinas),
permitiendo el acceso de diferentes enzimas a sus respectivos sustratos
(Cosgrove, 2005; Gaete-Eastman et al., 2009). Lo anterior sugiere una
participacion temprana durante el proceso de maduracién y pérdida de firmeza de
los frutos, al igual que ocurre con la pectinesterasa.

En la pulpa de frutos de papaya “Pococi” la acumulacion del transcrito del gen de
la expansina disminuyé en todos los casos con el transcurso del tiempo; sin
embargo, en frutos sin tratar la represion de la transcripcién fue mayor al final del
periodo evaluado en comparacion con los tratamientos (Figuras 10 y 11).
Tampoco se encontré correlacion entre la transcripcion del gen de la expansina y
la firmeza de los frutos en ningun caso (Fig. 17).

Gaete-Eastman et al. (2009) secuenciaron un gen de expansina en papaya de
montana, estudiaron su expresion durante la maduracion del fruto y su relacion
con la produccion de etileno. El grupo concluydé que este gen se expresaba
durante el proceso de maduracion como respuesta a la sintesis de etileno y por
ende participaba en el ablandamiento del fruto. Sin embargo, los resultados de la
presente investigacion no concuerdan con los resultados obtenidos por ellos, ya
que no se logré concluir que el gen se transcriba como respuesta al etileno y
tampoco se encontré correlacion entre el suavizamiento del fruto y la transcripcion
de este gen.

Lo anterior puede ser indicio de que la transcripcion del gen que codifica para esta
expansina en los frutos de C. papaya cultivar “Pococi” no es totalmente

dependiente del etileno o esta hormona no regula positiva ni negativamente su
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expresion, contrario al caso reportado de la papaya de montafa, y que participa
en forma muy temprana en el proceso al igual que la pectimetilesterasa, lo cual
explica la observacion del incremento en la acumulacion del transcrito en la
cascara de los frutos de Pococi en este estudio ya que la cascara pierde su
firmeza en forma posterior a la pulpa, debido al patrén de maduracion de la
papaya, como se indico anteriormente (Lazan et al., 1995).

Oftros frutos donde se ha estudiado la expresion de genes que codifican para
proteinas expansinas revelan que las expansinas corresponden a una familia
multigénica compleja y que la expresion de los diferentes genes varia entre
especies, variedades e incluso tejidos celulares distintos en una misma variedad.
Adicionalmente, no todas las expansinas se relacionan a la maduracion de frutos
y la expresion no siempre se encuentra regulada por el etileno (Figueroa et al.,
2009). Por ejemplo, en fresa (Fragaria x ananassa) se han identificado siete
genes que codifican para expansinas (FaEXP1 a FaEXP7) y de éstos, FaEXP2 y
FaEXP5 se sobreexpresan durante la maduracion del fruto en forma diferencial
entre variedades y se correlacionan con la pérdida de firmeza, pero el caso de los
demas genes varia. Algunos se reprimen a medida que el fruto madura y otros
sblo se expresan en ciertas etapas del desarrollo del fruto e inclusive hay algunos
que no se expresan en el fruto, pero si en otros tejidos de las plantas (Civello et
al., 1999; Harrison et al., 2001; Dotto et al., 20086).

En tomate (Solanum lycopersicum), se han identificado siete genes que codifican
para expansinas (Exp1 a Exp7) y de éstos, Exp1 se sobreexpresa durante la
maduracion del fruto y es regulado por el etileno, pero la expresion de los otros
genes varia. Algunos genes se sobreexpresan en frutos verdes y dejan de
expresarse en frutos maduros (Rose et al., 1997; Brummell et al., 1999).

Actualmente se sabe que en el genoma de C. papaya existen 19 genes que
codifican para expansinas, pero no se sabe con certeza cudles se transcriben

especificamente en el fruto y cuales de los que se expresan en el fruto se
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sobreexpresan a medida que el fruto madura o son regulados por el etileno y
cuales se reprimen (Ming et al., 2012). El gen de la expansina estudiado en la
variedad “Pococi” se reprimid en la pulpa, pero su transcrito se acumulé en la
cascara de los frutos; sin embargo, no se correlacioné con la firmeza del fruto.
Una posible explicacion a lo observado en este estudio, es que el gen estudiado
no corresponda a una expansina sobreexpresada durante la maduracion del fruto
y que tampoco sea regulada por el etileno. Lo anterior requerira de estudios

posteriores, utilizando frutos de papaya como modelos de estudio.

Recientemente, Fabi et al. (2012) observaron la represiéon de un gen que podria
codificar para una expansina durante la maduraciéon de frutos de papaya por
medio de la técnica de microarreglos. Los resultados anteriores coinciden con lo
observado en este estudio para el caso de la pulpa. Sin embargo, estos
investigadores realizaron una validacion posterior de la técnica de microarreglos
por medio de PCR en tiempo real y encontraron inconsistencias, ya que por medio
de qPCR pudieron detectar la sobreexpresiéon de este gen durante la maduracion
de los frutos, lo cual no coincide con lo observado en “Pococi” (Fabi et al., 2012).

En conclusién, los resultados de esta investigacién sugieren que la expansina
estudiada no es un gen candidato para la modificacién genética de frutos de
papaya por medio de la tecnologia de silenciamiento con ARNi, ni tampoco
constituye un gen candidato para la busqueda de marcadores moleculares; pero
sugiere que se necesita una mayor cantidad de estudios para identificar los genes
que codifican para expansinas relacionadas al proceso de maduracién en frutos
de C. papaya cultivar “Pococi”.

ACC deaminasa

El gen candidato que codifica para una enzima con actividad ACC deaminasa en
C. papaya presenta homologia de secuencia con respecto al gen de la ACC

deaminasa encontrado en Arabidopsis thaliana (resultados no mostrados), lo cual
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sugiere que podria ser un gen con actividad similar. En tomate, Plett et al. (2009)
encontraron una secuencia homédloga al gen de la ACC deaminasa de
Arabidopsis. Sin embargo, dicha secuencia no codificaba una enzima con
actividad ACC deaminasa. Por lo tanto, la homologia observada de la secuencia
encontrada en C. papaya no es suficiente para corresponder a un gen que
codifiqgue una enzima con actividad ACC deaminasa en el fruto de papaya, pero

corresponde a una primera aproximacion.

De acuerdo con los tratamientos aplicados, el etileno parecié estimular la
transcripcion del gen en la cascara de los frutos de papaya el dia 7 en
comparacion con los dias 3 y 11 (Fig. 13). Durante ese dia el gen se expresé al
mismo nivel que el calibrador (dia 0), lo cual podria deberse a que el etileno
exogeno indujo de alguna forma la transcripcion de dicho gen. Estudios previos
realizados en microorganismos comprueban la participacion del ACC en la
regulacion de la expresion genica de la ACC deaminasa; por ejemplo, un
incremento de la concentracion de ACC induce la expresion del gen de la ACC
deaminasa en Penicillium citrinum (Jia et al., 2000). Ademas, la enzima ACC
deaminasa presenta menor afinidad por el ACC que la enzima ACC oxidasa, por
lo tanto, es de esperarse que la ACC deaminasa actle Unicamente sobre un
exceso de ACC (Glick, 2005). Al aplicar etileno exégeno a una concentracion de
500 pL/L en frutos de papaya de la variedad “Maradol”, De la Cruz et al. (2010)
observaron un incremento significativo del contenido de ACC en los frutos, dado
que el etileno es autocatalitico. Por lo tanto, al aplicar etileno exégeno sobre frutos
de papaya de la variedad “Pococi” podria ocurrir un incremento de la
concentracion de ACC endogeno que explique la induccién de la transcripcion del
gen candidato de la ACC deaminasa en la cascara de los frutos el dia 7 (Fig. 13).
Lo anterior sugiere que la regulacion de la transcripcion del gen de la ACC
deaminasa en las plantas podria ser similar a la que ha sido descrita en los
microorganismos. Sin embargo, todo esto requerira de investigaciones

posteriores.



79

Asumiendo que el gen estudiado codifique para la enzima ACC deaminasa en C.
papaya cultivar “Pococi’, era de esperarse que su transcripcion no se
correlacionara con la firmeza de los frutos (Fig. 18), ya que la enzima ACC

deaminasa no participa en la degradacion de las paredes celulares.

En conclusién, los resultados de esta investigacion revelan que se necesita una
mayor cantidad de estudios para aislar, clonar y caracterizar al gen que codifique
para una enzima ACC deaminasa en C. papaya y cuya transcripcion y expresion
pueda inducirse por medio de ingenieria genética para reducir los niveles de
etileno y retrasar el proceso de maduracion.
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Conclusiones y perspectivas

Los tratamientos con etileno y 1-MCP afectaron de diferente forma la maduracién
de los frutos de papaya de la variedad “Pococi”. El cambio de color y de firmeza
observados, asi como los cambios de pH y acidez titulable, fueron los indicadores
de que se adelanté la maduracién de frutos tratados con etileno y se retrasé la
maduracién de frutos tratados con 1-MCP.

Por efecto del etileno, los frutos perdieron su firmeza y cambiaron de color
rapidamente en comparacion con los frutos no tratados. Ademas, el etileno
ocasiond la disminucién en el pH y el aumento de la acidez titulable (% acido
citrico) de la pulpa, probablemente debido a un incremento de la sintesis de

acidos organicos, pero no afecté el contenido de aztcares (grados brix).

Por efecto del 1-MCP, los frutos no se suavizaron ni cambiaron de color tan
rapidamente como los frutos no tratados. Sin embargo, el 1-MCP no afecté el pH
ni la acidez titulable (% acido citrico) o el contenido de azucares (grados brix) de
la pulpa.

La transcripcion de los genes de las enzimas poligalacturonasa y endoxilanasa
parece jugar un papel fundamental durante el proceso suavizamiento de frutos de
papaya del cultivar “Pococi’. La acumulacién de transcritos de estos genes se
correlacion6 negativamente con la firmeza de los tejidos y se observé una
disminucion en la acumulacion de transcritos de dichos genes en frutos tratados
con 1-MCP. Sin embargo, la trasncripcion de estos genes no deben considerarse
como los unicos factores responsables del proceso de suavizamiento de los frutos
de papaya “Pococi”, dado que pueden transcribirse genes codificantes para otras

enzimas hidroliticas que no fueron incluidos en esta investigacion.

La transcripcion del gen de la poligalacturonasa en frutos de papaya “Pococi” es

probablemente dependiente del etileno, a diferencia del gen de la endoxilanasa,
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ya que se observo una total represion del transcrito del gen de la
poligalacturonasa por medio del tratamiento con 1-MCP; mientras que para el gen
de la endoxilanasa sélo se observo un retraso en la acumulacion del transcrito en

este tratamiento.

La pectinesterasa podria participar en forma temprana durante la maduracion de
frutos de papaya del cultivar “Pococi”, debido a que la acumulacién de transcritos
del gen que codifica para la enzima disminuyé significativamente a lo largo del
tiempo. Ademas, la acumulacion de transcritos del gen se correlaciond
positivamente con la firmeza de la cascara pero no de la pulpa, siendo la cascara
el tejido que pierde su firmeza en forma mas tardia en los frutos de papaya.

La transcripcion del gen de la pectinesterasa en frutos de papaya “Pococi” no
parece ser dependiente del etileno. A diferencia del gen de la poligalacturonasa,

puede ser que el etileno no regule su transcripcion o la regule negativamente.

La transcripcion del gen de la expansina no parece verse afectada por los
tratamientos y tampoco se correlacioné con la firmeza. Posiblemente el gen
estudiado esta menos relacionado al proceso de maduracién y suavizamiento de
frutos de papaya del cultivar “Pococi”. Otra posibilidad es que el gen estudiado
participa en forma muy temprana, lo cual no permiti6 observar cambios
significativos producidos por los diferentes tratamientos en este estudio o que el
gen estudiado no corresponde a la expansina que participa en el proceso de
maduracioén y péerdida de firmeza de los frutos de papaya. Lo anterior requerira de
mayor cantidad de investigaciones.

Existe evidencia que apoya la existencia de un gen que codifica para una enzima
con actividad ACC deaminasa en C. papaya, ya que existe una secuencia en C.
papaya que presenta homologia al gen de la ACC deaminasa de A. thaliana. Sin
embargo, el patron de transcripcion observado en este estudio no permitid
confirmar que el gen candidato corresponda al gen de la enzima ACC deaminasa.

Lo anterior requerira de estudios posteriores.
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Finalmente, la transformacion genética de C. papaya cultivar “Pococi” con ARNi
para silenciar los genes que codifican para las enzimas poligalacturonasa,
endoxilanasa y/o pectinesterasa, constituyen posibles estrategias futuras para el
mantenimiento de la firmeza de los frutos por mas tiempo y la reduccion de las
pérdidas poscosecha. Asi mismo, la busqueda de marcadores moleculares
relacionados con los genes de las enzimas poligalacturonasa, endoxilanasa y/o
pectinesterasa puede constituir una alternativa para el mejoramiento genético de

la papaya en este aspecto.
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Anexos

Anexo 1. Tratamiento de los frutos de papaya con ‘Etileno’. A. Detalles del
generador de etileno. B. Generador de etileno colocado dentro de la segunda

camara de maduracion con la fruta a tratar.
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Anexo 2. Tratamiento de los frutos de papaya con ‘1-MCP’. A. Distribucion de las
canastas plasticas con la fruta. B. Ventilador de bateria con la solucion de 1-MCP.

C. Estructura de la camara hermética. D. Camara hermética armada.
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Anexo 3. Determinacién de firmeza en frutos de papaya. A. Posicion horizontal
del fruto en texturometro. B. Fuerza (N) registrada durante la penetracion de un
fruto de papaya con el texturometro digital. Las flechas indican la fuerza maxima
para penetrar 15 mm, correspondiente a la firmeza de la cascara y el promedio de
la fuerza de penetracion (N) entre los 6 y 9 mm (4 a 6 s) correspondiente a la
firmeza de la pulpa, respectivamente.

Anexo 4. Determinacion de color de la cascara en frutos de papaya. A. Posicion

horizontal del fruto sobre apertura. B. Tela negra colocada sobre el fruto.
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Anexo 5. Determinacion de color de la pulpa en frutos de papaya. A. Tamano del
trozo de pulpa colocado sobre apertura. B. Campana negra colocada sobre la

pulpa.

Anexo 6. Determinacidn de parametros quimicos. A. pH. B. Sélidos solubles. C.

Acidez titulable con NaOH por medio de cambio en el pH.
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Anexo 7. Resumen del ANDEVA para las variables estudiadas en la pulpa de

frutos de papaya “Pococi”

Tratamiento Dia Tratamiento*Dia
F p F P F P |
Firmeza 111,38 <0,0001 61,01 <0,0001 14,36 < 0,0001
L* 0,96 0,39 3,59 0,02 1,08 0,39
a* 0,33 0,72 18,04 < 0,0001 1,74 0,14
b* 2,41 0,11 17,25 < 0,0001 7.55 < 0,0001
pH 37,29 <0,0001 7346 <0,0001 37,29 <0,0001
Acidez titulable 1,13 < 0,0001 2,09 < 0,0001 1,13 < 0,0001
Solidos solubles 1,31 0,28 1,70 0,20 1,31 0,28

Anexo 8. Resumen del ANDEVA para las variables estudiadas en la cascara de

frutos de papaya “Pococi”

Tratamiento Dia Tratamiento*Dia
F ¢} F p F p
Firmeza 43,31 < 0,0001 18,38 < 0,0001 7,16 < 0,0001
L* 22,18 < 0,0001 63,08 <0,0001 10,44 <0,0001
a* 119,79 < 0,0001 279,31 <0,0001 6154 <0,0001

b* 19,65 < 0,0001 146,93 < 0,0001 6,66 < 0,0001
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Anexo 9. Comparacion del logaritmo de la expresion relativa de los diferentes

genes en la pulpa de frutos de papaya de la variedad “Pococi”

Tejido
Gen Tratamiento Pulpa
o* 3 5 7 1
089+ 093¢ 100+ 086+
1-mcP 0.15¢ 0,15¢ 0,15¢ 0,15¢
S iadtariun ok 0,00 + 138+ 165 + 0,97 + 134 +
NI Ego 0,15b** 0,15a 0,15a 0,15a 0,15a
o 133+ 123+ 1,38 + 113 ¢
0,15a 0,15a 0,15a 0,19a
0,18 + 0,20 + 0,88 + 1,19+
1-MCF 0,14f 0.14f 0.14e 0.14de
I - 0,00 + 171+ 224+ 273+ 247 +
ndoxiia estigo 0,14f 0,14cd 0,14abc 0,14a 0,29ab
Eifan 1,90 + 2,08 + 221+ 1,85 +
i 0,14bc 0,19abc  0,14abc  0,19bcd
— 0,08 + 0,12+ 051+ 0,57 +
0,05a 0,06abc  0,06de 0,06de
. . 0,00 + 016+ 0,05 + 018+ 035+
Pectinesterasa Testigo 0,04ab  0,06abc 0,06ab 0,06bc 0,07cd
T 035+ 033+ 049 + 070+
! 0,06¢d 0,05¢cd 0,06de 0,06e
051+ 088+ 1124 1,16+
1-MCP 0.05b 0,05cde  0,06ef 0,04f
. , 0,00 + 081+ -0,92 + 0,99 + 166 +
Expensing Testigo 0,04a  004cde  0,05cde  0,06def 0,04g
- 064 + 0,70 + 115+ 10,56 +
HEE 0,06bc 0,05bcd 0,05ef 0,04b
021+ 024+ 041+ 045+
1-MCP 0.03b 003b © 003 0,03cd
e - 0,00 + 0,60 + 061+ 057+ 0,52 %
il REIGe 0,03a 0,03de 0,03e 0,03de 0,03cde
Eti 042+ 019+ 015+ 046 +
nene 0,03¢ 0,03b 0,03b 0,03 cd

*Dias posteriores al tratamiento.

**Letras diferentes indican

tratamientos y/o dias, segun los datos de p <0.05 o p > 0.05.

la existencia de diferencias significativas entre
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Anexo 10. Comparacion del logaritmo de la expresion relativa de los diferentes

genes en la cascara de frutos de papaya de la variedad “Pococi”

Tejido
Gen Tratamiento Cascara
0* 3 5 7 1

0,36 £ 091+ 101+ 1062

1-mcp 0.24cd 0.24d 024d  0.27d

— — 0,00 + 0,84 + 0,79 + 0,91 % 137+

orgelacuroiaan S0 0.24bcd**  0,24ab 0,27abc 0,24ab 0,24a
CE- 0,75 + 0,64 + 117 ¢ 126+

0,24abc 0,27abc 0,24a 0,27a

020+ 018+ 0,54 + 130+

1-MCP 0,24c¢ 0,24c 0.24abc  0.24a

- afic 0,00 + 0,65 + 0,71+ 125+ 1,05 +

9 0,24bc 0,24abc 0,24abc 0,24a 0,24a

_— 0,58 + 0,75 + 1214 128 +

b 0,24abc 0,24abc 0,24a 0,24a

021+ 0,36 + 0,15+ 0,18 +

1-MCP 0,08ab 0.08a 0,08ab  0,08ab

X . 0,00 + 0,11+ 0,20 + 0,02 + 0,01 %
Pectinesterasa Testigo 0,07ab 0,08ab 007ab  007ab  0,07ab
— 022+ 022+ 022+ 044+

. 0,08ab 0,08ab 0,06b 0,06¢

- 0,26 + 0,31+ 0,26 + 0,20 +
0,07abc 0,05ab 0,05ab 0,05abc

e e Fadling 0,00 + 0,00 + 0,26 + 0,37 + 031+

o Ll '9 0,04c 0,05bc 0,04ab 0,05a 0,05ab

- 0,00 + 0,26 + 0,19+ 027 +

vena 0,05¢ 0,04ab  0,05abc  0,05ab

- 0,07 + 0,07 + 005+ -016%
) 0,02bcde  0,02abed  0,02abc  0,02def

P B 0,00 + 019+ 024+ 010+ -020%
SR estigo 0,02ab 0,02def 0,02f 0,02cde  0,02ef
SHiano 013+ 0,03+ 003+ -016+%

0,02cde 0,02abc 0,02a 0,02def

*Dias posteriores al tratamiento.

**Letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre

tratamientos y/o dias, segun los datos de p < 0.05 o p > 0.05.





