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RESUMEN

Las pectin metilesterasas (PME, EC 3.1.1.11) son enzimas hidroliticas que catalizan la
hidrdlisis de pectinas en la pared celular y son esenciales en la regulacion de modificaciones en la
pared celular. La actividad PME es regulada principalmente por la proteina inhibidora de pectin
metilesterasa (PMEI), la cual se une al sitio activo de la enzima generando un complejo 1:1. Los
genes PME y PMEI se distribuyen ubicuamente en plantas y se han explorado y caracterizado
ampliamente en plantas modelo. Sin embargo, no se ha realizado una descripcion sistemética de
estas familias de genes en mango (Mangifera indica L.). EI mango es un fruto climatérico de
importancia comercial que se caracteriza por su notable pérdida de firmeza durante la maduracion.
El objetivo de esta investigacion es evaluar la expresién de PMEs y PMEIs asociadas a la
degradacion de la pared celular al inicio de la maduracion postcosecha del mango ‘Ataulfo’, a partir
del genoma del mango. Se identificaron 46 genes putativos PME de M. indica (MiPME) y 12 genes
putativos PMEI de M. indica (MiPMEI). La estructura de los MiPME varia de 1 a 9 exones y los
MiPMEI de 1 a 3 exones. Ademas, en las proteinas codificadas se identificaron los dominios
conservados PME (PF01095) y PMEI (PF04043), donde se identificaron 10 motivos conservados
en MiPME, de los cuales, del motivo 1 al 5 codifican para el dominio PME y el motivo 10 codifica
para el dominio PMEI. Respecto a las MiPMEI, se identificaron 8 motivos conservados y
solamente el motivo 1y 2 codifican para el dominio PMEI. Se evallo la expresion génica relativa
de 12 MIiPME y 4 MIPMEI seleccionados con base en el andlisis filogenético y evidencia
experimental. Cuatro MiPMEs (MiPME3.2, MiPME63.1, MiPME48.1, MiPME53.1) y tres
MiPMEIs (MiPMEI7.8, MiPMEI7.4, MiPMEI9) se estimulan a las 24 horas postcosecha, lo cual
sugiere que su funcidon es importante para el inicio de la maduracion del mango ‘Ataulfo’. Esta
investigacién amplia nuestro entendimiento de la familia de genes PME y PMEI, de tal manera que

facilitara los analisis posteriores para estas familias de genes especialmente durante la maduracion.

Palabras clave: Pectin metilesterasa, PME, Inhibidor de PME, PMEI, mango, maduracion.
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ABSTRACT

Pectin methylesterase (PME, EC 3.1.1.11) are hydrolytic enzymes that catalyze the
hydrolysis of pectin’s in the cell wall and are essential in regulating modifications in the cell wall.
PME activity is mainly regulated by the pectin methylesterase inhibitor protein (PMEI), which
binds to the enzyme's active site, forming a 1:1 complex. The PME and PMEI genes are distributed
ubiquitously in plants and have been extensively explored and characterized in model plants.
However, a systematic description of these gene families in mango (Mangifera indica L.) has not
occurred. Mango is a climacteric fruit of commercial importance, characterized by its significant
loss of firmness during ripening. The objective of this research is to evaluate the expression of
PMEs and PMEIs associated with cell wall degradation at the beginning of postharvest ripening in
the 'Ataulfo’ mango, based on the mango genome. A total of 46 putative PME genes of M. indica
(MIPME) and 12 putative PMEI genes of M. indica (MiPMEI) were identified. The structure of
MiPME varies from 1 to 9 exons, and MiPMEI have 1 to 3 exons. In the encoded proteins,
conserved domains PME (PF01095) and PMEI (PF04043) were identified. Within MiPME, ten
conserved motifs were found, where motifs 1 to 5 encode for the PME domain and motif 10 encode
for the PMEI domain. As for MiPMEI, eight conserved motifs were identified, with only motifs 1
and 2 encoding for the PMEI domain. Relative gene expression of 12 selected MiPMEs and 4
MiPMElIs was evaluated based on phylogenetic analysis and experimental evidence. Four MiPMEs
(MiPME3.2, MiPME63.1, MiPME48.1, MiPME53.1) and three MiPMEIs (MiPMEI7.8,
MiPMEI7.4, MiPMEI9) were upregulated at 24 hours postharvest, suggesting their importance in
the beginning of 'Ataulfo’ mango ripening. This research expands our understanding of the PME
and PMEI gene families, facilitating further analyses of these gene families, particularly during

ripening.

Keywords: Pectin methylesterase, PME, PME inhibitor, PMEI, mango, ripening.
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1. INTRODUCCION

La pared celular es una estructura semirrigida y dindmica, cuyos componentes principales
son polisacaridos complejos, hemicelulosa y pectinas, que contribuyen a la integridad y rigidez de
tejidos. El ablandamiento del fruto ocurre durante la maduracién, debido a cambios en la
composicion y estructura de la pared celular, como la degradacion de pectinas, despolimerizacion
de celulosa y hemicelulosa, entre otros. Estos cambios son causados por una serie de enzimas
relacionadas a la degradacion de la pared celular, incluyendo poligalacturonasas, pectin
metilesterasas, pectato liasas, endoglucanasas y expansinas (Liu et al., 2022; Zhu et al., 2017). Las
pectin metilesteras (PME) se distribuyen ampliamente en plantas y en algunos hongos que poseen
la funcion de degradar la pared celular vegetal. La actividad PME facilita la hidrdlisis de las
pectinas en la pared celular al remover los grupos metilos de los homogalacturonanos impactando
su mecanica, el crecimiento de la planta y puede resultar en el ablandamiento de frutos (Wen et al.,
2020; Xue et al., 2020). La descripcion de la familia de genes PME y los productos de sus genes,
asi como sus interacciones provee informacion valiosa acerca de las funciones de esta amplia

familia.

La cantidad de miembros de la familia de genes PME depende de la especie, se han identificado
43,54 y 105 miembros en arroz, papa y linaza, respectivamente (Jeong et al., 2018; Li et al., 2021).
Por otro lado, la actividad PME es regulada especificamente por su inhibidor proteinaceo (PMEI),
de los cuales se han identificado 30, 95 y 49 miembros en durazno, linaza y maiz, respectivamente
(Pinzén-Latorre y Deyholos, 2013; Zhang et al., 2019; Zhu et al., 2017). Adicionalmente, la familia
de genes y los productos de los genes PME se puede clasificar segun la presencia o ausencia del
dominio PMEI, siendo: tipo I (presencia del dominio PME y PMEI) y tipo Il (presencia del dominio
PME) (Wen et al., 2020). Por lo cual, la tarea de clasificar PMEs y PMElIs se vuelve compleja, ya

que tanto la enzima como el inhibidor comparten un dominio.
Diversos estudios reportan la presencia de esta amplia familia de genes en plantas modelo de

estudio, entre los cuales podemos destacar: 66 PMEs y 76 PMEIs en Arabidopsis thaliana, 43

PMEsy 49 PMEIs en maiz (Zea mays), y 79 PMEs y 48 PMEIs en tomate (Solanum lycopersicum).
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De los cuales, observaron mayor expresion en desarrollo de silicua, desarrollo de anteras y polen,
y desarrollo de 6rganos y crecimiento, respectivamente (Jeong et al., 2018; Louvet et al., 2006;
Zhang et al., 2019). Estos distintos estudios muestran que las PME y PMEI se encuentran
ampliamente distribuidas y estan involucradas en procesos tanto vegetativos como reproductivos.
Sin embargo, a estos estudios les falta dilucidar las interacciones entre PME y PMEI, ya que se ha
reportado la presencia de pares especificos de PME-PMEI que modulan la modificacion de pectinas
(Jeong et al., 2018). Adicionalmente, se requiere de un estudio donde ademas de la actividad PME,
se identifiquen las proteinas inhibidoras de PME en frutos de importancia comercial como el mango

(M. indica L.) y las posibles interacciones entre los dos tipos de proteinas.

Continuar con el estudio de PME y PMEI permitird descubrir su posible uso practico,
principalmente en la industria alimenticia. Las PME son enzimas clave en el procesamiento de
ciertos alimentos de origen vegetal, la presencia de actividad PME enddgena puede afectar de
manera positiva o negativa parametros de calidad, como seria la viscosidad y turbidez en jugos
(Bazaraa et al., 2020). Aunque la familia de genes PME vy sus proteinas inhibidoras, han sido
ampliamente caracterizadas en plantas modelo, aun es necesario evaluar las propiedades evolutivas
y funcionales de esta familia en frutos de mango (M. indica L.). Debido a que el mango es un fruto
climatérico que pierde la firmeza rapidamente después de su cosecha, por lo cual, es necesario el
estudio de las isoformas PME que contribuyen a la pérdida de firmeza en mango (Khaliq et al.,
2017). Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo evaluar la expresion de PMEs y PMEIs
asociados a la degradacion de la pared celular al inicio de la maduracion postcosecha del mango
cv. Ataulfo (M. indica L.).

14



2. ANTECEDENTES

2.1. Enzimas Pectoliticas Causan el Ablandamiento o Endurecimiento de Tejidos Celulares

2.1.1. Pared Celular y Degradacion Mediante Enzimas Pectoliticas

La pared celular es una estructura organizada que limita el volumen de las células vegetales y se
va depositando como una serie de capas que al completarse constituye la pared celular primaria,
la cual se produce en células en crecimiento y en division celular. En algunos tipos de células
especializadas cuando dejan de crecer se depositan nuevas capas de material en la cara interna de
la pared denominada pared celular secundaria. La pared celular primaria en plantas puede
definirse como un compuesto de materiales, entre los cuales se encuentran microfibrillas unidas
por hemicelulosa e incrustadas dentro de pectinas y proteinas estructurales, en una proporcion de
10% proteinas y 90% polisacéridos (Lagaert et al., 2009; Qiu et al., 2021). Uno de los cambios
asociados a la maduracion de frutos carnosos ocurre en las pectinas, las cuales se encuentran en
constante remodelado para ajustarse a los cambios morfolégicos de las células (Qiu et al., 2021).
Estos polisacaridos forman el 35% de la pared celular primaria de plantas dicotiledoneas y
monocotiledéneas no gramineas, del 2 al 10% de gramineas y hasta el 5% de tejidos lefiosos, lo
cual afecta la cantidad y variedad de enzimas hidroliticas que participan en su degradacion (Wolf
et al., 2009).

Las pectinas son una mezcla de distintos polimeros que le confieren estructura a la pared celular
y son conocidos como heteropolisacaridos. Los cuales contienen predominantemente
componentes de  homogalacturonano  (HG), ramnogalacturonano-I  (RG-I) vy
ramnogalacturonano-I1 (RG-I1), contribuyen a la porosidad, hidratacion y adhesion intercelular
de la pared celular. La pectina dominante es el HG, la cual es un polimero lineal de (1,4)-a-D-
acido galacturonico (GalA) que es afectado por acetilaciones y esterificacion del metilo en

carbones especificos (C2-C3 y C6, respectivamente) (Jeong et al., 2018; Xue et al., 2020). La
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columna de RG-I estd compuesta por disacéridos (1-2)-a-D-ramnosa-(1-4)- a-D-GalA con
cadenas laterales de galactosa o arabinosa. Por otro lado, la molécula de RG-II tiene un esqueleto
de HG con cadenas laterales diversas, el cual se puede dimerizar a través de un enlace diestérico
de borato (Pérez-Almeida y Carpita, 2006). Las pectinas sintetizadas se transportan del aparato
del Golgi a la pared celular y se ensamblan junto con otros polisacaridos asociados a la pared
celular mediante enlaces covalentes (Jeong et al., 2018). Finalmente, las pectinas son degradadas
durante la maduracion por la accion de multiples enzimas pectoliticas, primero se hidrolizan los
grupos metilo de la posicion C6 de las cadenas de HG por las PME, resultando en cadenas de HG
con bajo nivel de metilacion. Posteriormente, las pectato liasas (PL) realizan cortes al azar entre
los residuos de GalA mediante - eliminacidn, lo cual resulta en oligogalacturonatos de dobles
enlaces entre C4 y C5 insaturados (Uluisik y Seymour, 2020). Las poligalacturonasas (PG) acttian
sobre el &cido poligalacturénico (PGA) e hidrolizan los enlaces glucosidicos a-1,4 del PGA
(Yahia et al., 2019).

2.1.2. Pectin Metilesterasas

Las pectin metilesterasas (PME, EC 3.1.1.11) son un tipo de pectina esterasas, que catalizan
reacciones en la columna de HG de pectinas, liberando metanol y protones en el proceso. Dichas
reacciones son catalizadas de acuerdo con el mecanismo de doble desplazamiento, donde ocurre la
transferencia de los grupos carboxilo C6 del complejo pectina-PME a moléculas de agua, alterando
su nivel y patron de metilesterificacion. Lo anterior es seguido por una transacilacion, mediante la
transferencia de los grupos carboxilo C6 a los grupos hidroxilo de otras moléculas de pectina, dando
como resultado la formacion de moléculas de alto peso molecular (Manmohit et al., 2015). En
plantas, se conoce una amplia variedad de isoformas de PME que participan en procesos y
ambientes especificos, lo que explica que esta familia de genes esté involucrada en varios de sus

procesos fisioldgicos.

2.1.2.1. Propiedades fisicoquimicas e isoformas. En las plantas se han encontrado diferentes
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isoformas PME, las cuales difieren en localizacion, punto isoeléctrico (pl) y peso molecular
(kDa). Los pardmetros fisicoquimicos para algunas PME de distintas plantas se desglosan en el
cuadro 1. El pl es uno de los factores que mas afectan la accion de las PME, ya que influyen en
el proceso de hidrdlisis de los componentes de la pared celular, por lo cual, definir si el pl de la
proteina es alcalino o acido contribuye a conocer su rol en la célula vegetal (Pinzon-Latorre y
Deyholos, 2013). El pl de las PME de distintas plantas puede variar desde 4.9 hasta 11, segun
parametros observados en isoformas de durazno y tomate, respectivamente (Jeong et al., 2018;
Zhu et al., 2017). De la misma manera, el peso molecular de las isoformas varia bastante, como
es el caso de una isoforma PME de papa de 11.6 kDa y 64.1 kDa en otra isoforma de PME de
tomate (Li et al., 2021; Wen et al., 2020). Por otro lado, las isoformas PME maduras secretadas
por el aparato de Golgi pueden dirigirse a la pared celular, membrana plasmatica e incluso pueden
ser localizadas en el nacleo (Pinzon-Latorre y Deyholos, 2013). Dichas diferencias permiten que
los productos de esa familia de genes paralogos se expresen constitutivamente o en tejidos

especificos.
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Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas de PME y PMEI en distintos frutos.

. . Tamafio  Peso molecular .
Fruto PME PMEI Tipol Tipoll (aa) (kDa) pl Referencia
Maiz 43 49 20 23 149-1360 * 43-10.2 (Zhang et al., 2019)
Sorghum * 55 * *  158-528  17.1-50.9  42-10.7 (Ren et al., 2019)
bicolor
Papa 54 * 28 26 * 11.2-41.2 51-94 (Lietal., 2021)
Brassica * o1 * * 80 - 393 01-431  3.93-11.24 (Liu et al., 2018)
oleracea
Soja 127 * * * 107 -1186  11.8-129.9  4.61-10.1 (Wang et al., 2021)
Durazno 71 30 36 55 * * 49-96 (Zhu et al., 2017)
Tomate 57 * 36 21 267 - 653 12.1-69.7 51-96 (Jeong et al., 2018)
Linaza 105 95 60 45 * 155-641  48-112  (Pinzon-Latorre y Deyholos,
2013)
Platano 70 23 41 29 48 - 1,014 5.4-113 46-93 (Husna et al., 2021)

*No reportado
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Las proteinas PME en plantas superiores se organizan en pre-proteinas y pro-proteinas, las cuales
contienen la region activa de la proteina (dominio PME, Pfam01095), una pre-region y/o pro-
region. La pre-regién se conforma por un péptido sefial (SP) y/o un dominio transmembranal (TM),
encargados de exportar la proteina madura a la pared celular (Li et al., 2021). Por otro lado, la pro-
region es una extension del extremo N terminal, la cual es similar al inhibidor pectin metilesterasa
(dominio PMEI, Pfam04043) (Li et al., 2021). Adicionalmente, la presencia o ausencia de dichos
dominios permiten clasificar a las PME en tipo | (dominio PME y pro-region, similar al dominio
PMEI) compuestas de entre 500 a 900 aminoacidos (aa) y tipo Il (solamente dominio PME)
generalmente de 250 a 400 aa (Figura 1A y 1B) (Manmohit et al., 2015). Aunado a esto, se ha
demostrado que las PME no maduras se retienen en el aparato de Golgi debido a la pro-region, por
lo cual, la remocion de dicha region constituye un mecanismo de regulacion postraduccional (Zhu
etal., 2017). Se conoce que la estructura de los genes tipo Il es parecida a la de hongos, sin dominio
PMEI, lo cual lleva a pensar que la integracién del dominio PMEI ocurrid después de una

diferenciacién evolutiva.

A SP/TM Dominio PMEI Dominio PME

N-terminal— Pfam04043 Pfam 01095 C-terminal

B SP/TM Dominio PME

N-terminal — Pfam 01095 C-terminal

c SP/TM Dominio PMEI

N-terminal — Pfam04043 —C-terminal

Figura 1. Representacion de los dominios que integran los distintos tipos de pectin metilesterasa
(PME) y proteina inhibidora de pectin metilesterasa (PMEI). Ejemplo de la estructura basica de las
(A) PME tipo I, (B) PME tipo Il e (C) inhibidor de pectin metilesterasa (PMEI).

2.1.2.2. Estructura y Mecanismos de Accion. La primera estructura tridimensional de PME de
planta fue determinada por Johansson y colaboradores, (2002). La estructura cristalina de la PME

de zanahoria que resolvieron mostré un plegamiento de hojas-p en forma de barril, PB1, PB2 y
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PB3, con una hendidura larga a través de la molécula que funciona como sitio de unién de pectina.
Respecto al sitio activo, se reconocen residuos conservados entre PME de plantas, entre los cuales
se encuentran dos acidos asparticos (D136, D15), una arginina (R225), dos glutaminas (Q113,
Q135) y la mayor parte de los residuos aromaticos que cubren la ranura del sitio de union
(Johansson et al., 2002). Adicionalmente, se encuentra un ion cacodilato ligado al sitio activo, el
cual esta en contacto con ambos residuos de &cido aspartico, con las cadenas laterales de ambas

glutaminas y con dos residuos aromaticos (F160, W227).

Las PME pueden actuar mediante accion en bloques o aleatoria, durante la accion por bloques las
PME pueden actuar linealmente sobre las pectinas metiladas, dando lugar a bloques de grupos
carboxilo libres que podrian interactuar con el Ca?*, creando zonas de unién. Por lo cual, esta
estructura tipo gel limita la actividad de las poligalacturonasas, contribuye al endurecimiento de la
pared celular y afecta sus propiedades mecanicas y bioquimicas (Figura 2B) (Manmohit et al.,
2015). Por otro lado, cuando PME actia aleatoriamente sobre los polimeros pépticos, la
desmetilesterificacion libera protones que promueven la accion de enzimas hidroliticas, como PGs
y PLs modificando la pared celular, lo que genera cambios en la textura y por consecuencia, en el
ablandamiento de los frutos (Figura 2A) (Zhu et al., 2017). Los diferentes tipos de accion permiten
las modificaciones de la pared celular, por lo cual se infiere una mayor actividad PME durante las
etapas iniciales de la maduracion, cuando es de alta importancia la degradacion de la pared celular.
Consecuentemente, la actividad PME esta altamente regulada a un nivel transcripcional, por el pH

de la pared celular y por las PMEL.
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) Residuos GalA desmetilesterificados
Residuos GalA metilesterificados
Figura 2. Mecanismos de accion de PME, efectos de la desmetilesterificacion en las cadenas de

HGy en la estructura. (A) Accidn aleatoriay (B) accion por bloques (Adaptada de Wormit 'y Usadel
(2018)).

2.1.3. Proteinas Inhibidoras de la Pectin Metilesterasa

La actividad PME en plantas es regulada principalmente por su proteina inhibidora PMEI, la cual
se une al sitio activo de PME generando un complejo reversible 1:1, y se distribuye ubicuamente
en plantas superiores. La actividad de PMEI es necesaria para la regulacion del grado de
metilesterificacion de HG, lo cual afecta la mecanica de la pared celular y los procesos biolégicos
asociados a esta (Wormit y Usadel, 2018). Desde que se reportd por primera vez la presencia de
estas proteinas inhibidoras en Kiwi, la familia de genes PMEI ha sido identificada en distintos
frutos comerciales, tales como tomate, durazno, platano, entre otros (Husna et al., 2021; Jeong et
al., 2018; Zhu et al., 2017). Es gracias a lo anterior que se ha elucidado el rol de PMEI en distintos
procesos biolégicos, como formacion de organos, desarrollo de tubos polinicos e inmunidad en
plantas (Lionetti et al., 2017; Ren et al., 2019).

2.1.3.1. Propiedades Fisicoquimicas. La secuencia aminoacidica de PMEI suele ser una cadena

polipeptidica simple que puede contener desde 166 hasta 299 residuos, como es el caso de
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isoformas PMEI de platano y otras més variables de masa molecular de 7.3 hasta 55.4 kDa, como
las isoformas PMEI de linaza (Husna et al., 2021; Pinzdn-Latorre y Deyholos, 2013). Para estas
proteinas inhibidoras se reportan valores de pl tanto acidos como basicos, como se ha reportado en
el platano, con isoformas cuyos valores pl varian desde 4.66 hasta 11.27 (Husna et al., 2021). Sus
diferentes caracteristicas fisicoquimicas permiten a las isoformas de PMEI crear las uniones ionicas

con las enzimas PME, creando un complejo estable y reversible.

2.1.3.2. Estructura y Mecanismo de Accion. El estudio de la estructura PMEI mediante
cristalografia revelo que se conforma de cuatro hélices-a largas acomodadas en una topologia
arriba-abajo-arriba-abajo, son las hélices all y alll las que crean la ranura que forma el sitio de
union de PME y al con alV las que proveen estabilidad estructural a las hélices en la ranura de
union (Sénéchal et al., 2017). Las cuatro hélices-o contienen un péptido sefial (SP) en el N-terminal
responsable del transporte extracelular y cuatro residuos de cisteina conservados, involucrados en
la formacion de dos puentes disulfuro esenciales para la estructura secundaria de la proteina
(Wormit y Usadel, 2018). Adicionalmente, lleva un segmento N-terminal compuesto de tres
hélices- o cortas (aa, ab y ac) que promueven la dimerizacion del inhibidor. Por lo cual, la
inhibicion de PME sucede debido a la obstruccion del surco de union de la proteina mediante las
hélices all y alll del inhibidor, lo cual dificulta la union del sustrato a la enzima (Sénéchal et al.,
2017). Otras enzimas pectoliticas de plantas como PG, PL o enzimas PME microbianas, no
presentan esta forma de inhibicién por PMEI; no obstante, se ha observado que la PMEI purificada
a partir de kiwi puede unirse e inhibir PME provenientes de otros vegetales como zanahoria y
brocoli (Wormit y Usadel, 2018).

Hasta el momento se desconoce el papel exacto de todos los pares PME/PMEI que se expresan en
plantas; sin embargo, se conoce que las condiciones del microambiente en el que se encuentra la
pared celular pueden afectar la estabilidad del complejo, como pH o fuerza ionica. Sénéchal y
colaboradores (2017) confirmaron que la interaccion entre AtPME3 y AtPMEI7 ocurre de forma
dependiente al pH, donde observaron que un ambiente con pH neutral reduce la habilidad del
inhibidor para unirse a su objetivo. Aunado a esto, una vez formado el complejo a pH 5, favorable

para una proporcion 1:1, el complejo puede ser reversible cuando el pH no es favorable para su
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estabilidad (pH 6.3 y 7.5). Lo anterior sugiere que la formacion del complejo PME-PMEI
dependiente de pH esta acoplada al establecimiento de interacciones entre ciertos grupos quimicos
protonables. Entender el mecanismo y las condiciones en que PMEI regula la actividad PME
permite comprender la funcion de PME, asi como entender como controlar los procesos en los que

participa.

2.2. Evolucion y Funcidn de Pectin Metilesterasas e Inhibidores de Pectina Metilesterasa en

Distintan Plantas.

2.2.1. Evoluciéon de las Familias de Genes Pectin Metilesterasa e Inhibidores de Pectin

Metilesterasa

Existen factores como diversidad de estructura y duplicacion de genes que promueven la evolucion
de familias de genes, proveyendo material para la generacion de genes nuevos con funciones
distintas (Wang et al., 2021; Wen et al., 2020). La duplicacion de genes es un evento tanto ancestral
como presente en la actualidad, y ocurre en animales y plantas. Existen distintos tipos de
duplicacion, como la duplicacién segmental, que es la copia de un fragmento de genes de un
cromosoma a otro; y la duplicacion en tandem, que son dos 0 mas secuencias paralogas sin 0 pocos
genes ubicados entre ellas en un mismo cromosoma (Leister, 2004; Panchy et al., 2016). Por otro
lado, la duplicacién del genoma completo (WGD) es un mecanismo de duplicacién de genes
masivo y refleja una evolucion adaptativa en respuesta a estrés ecoldgico y estos eventos han
ocurrido multiples veces en los Gltimos 200 millones de afios en la evolucion de las plantas. Los
eventos de WGD mas reconocidos en las plantas ocurrieron aproximadamente 340 millones de
afios atras (MYA), el cual tomd lugar en el ancestro en comun de las plantas con semilla, 170 MYA
en angiospermas y dos rondas de eventos de WGD en el linaje de Arabidopsis (Crow y Wagner,
2006; Panchy et al., 2016). Al analizar las secuencias codificantes del genoma del mango ‘Tommy
Atkins’ se reconocié un WGD, que comparte con Anarcadium occidentale, el cual sucedio 65
MYA (Bally et al., 2021). Estos eventos de duplicacion especificos de especies son el motivo por
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el cual las familias de genes, como los de PME y PMEI, varian tanto de tamafio entre especies.

Los genes de PME (PME y pro-PME) evolucionaron durante la divergencia de musgos de las algas
carofitas; las algas carofitas contaban solamente con PMEs tipo-Il y en musgos se observaron
PMEs tipo-1. Mas adelante surgieron los genes de PMEI en embriofitas, también conocidas como
plantas terrestres (Coculo y Lionetti, 2022; Wormit y Usadel, 2018). EIl analisis de WGD para
entender la expansion de pro-PME y PMEIs en especies especificas mencionan que estas familias
se expandieron rapido debido a su especializacion en la pared celular formada en las plantas
terrestres (Wang et al., 2013). Ademas, es importante mencionar que los genes de PMEI se
derivaron de la neofuncionalizacion de las pro-PMEs (Coculo y Lionetti, 2022). La evolucion de
esta amplia familia de genes nos permite entender la variabilidad de isoformas, funciones y

patrones de regulacion.

2.2.2. Pectin Metilesterasas y Proteinas Inhibidoras de Pectin Metilesterasas en

Monocotiled6neas

Las familias de PME/PMEI generalmente contienen un menor ndmero de isoformas en
monocotiledoneas. Por ejemplo, en arroz (Oryza sativa) se encuentran 49 PMEI putativos, 37 genes
PME en Sorghum bicolor y 38 PMEIs putativos en Brachypodium distachyon. Dicotiledoneas
como soya y tomate tienen 127/170 y 79/48 genes PME y PMEI putativos, respectivamente. La
pared celular de monocotiledoneas, particularmente gramineas, tienen menor concentracion de
pectinas comparadas con dicotiledoneas, lo que podria explicar la diferencia entre la cantidad de
genes PME y PMEI en monocotiledoneas y dicotiledoneas (Jeong et al., 2018; Ren et al., 2019;
Wang et al.,, 2020; Wormit y Usadel, 2018). Sin embargo, aun forman parte de procesos
fisiologicos importantes como desarrollo de anteras, desarrollo de semillas, elongacion del tubo
polinico y correcta produccion de mucilago (Ren et al., 2019; Zhang et al., 2019). Se ha reportado
extensivamente el impacto de la actividad PME en el desarrollo del polen y tubos polinicos. Zhang
y colaboradores (2019) reportaron 35 genes ZmPME/PMEI en maiz (Z. mays) que presentaron
mayor expresion en anteras que en otros tejidos, indicando que estos genes estan relacionados con

el desarrollo de anteras y polen. De los cuales, solo tres ZmPME (ZmC5, ZmPme3, ZmGalp) y un
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ZmPMEI (ZmPMEI1) estan involucrados directamente con la elongacion del tubo polinico.

De manera similar, un estudio realizado por Kim y colaboradores (2020) en arroz sefialan 11 PME
y 13 PMEI que se expresan especificamente durante las etapas tardias del desarrollo del polen; sin
embargo, no definieron sus roles funcionales. Por otro lado, en S. bicolor realizaron una
observacion interesante acerca de la actividad PME en presencia de PMEI, la cual surgio al
examinar la expresion de SoPMEI en la panicula durante la etapa de antesis. Posteriormente, aan
después de una semana se siguié detectando actividad relativamente alta de PME en panicula, lo
que indica que la actividad PME podria ser regulada de manera transitoria y que hay otros factores
que participan en la regulacion de PME (Ren et al., 2019). La actividad PME/PMEI en plantas
varia entre especies; sin embargo, los procesos son similares, la actividad PME causa el
aflojamiento de la pared celular, por lo cual disminuye la resistencia de la pared celular y permite

modificacion en distintos drganos.

2.2.3. Pectin  Metilesterasas y Proteinas Inhibidoras de Pectin Metilesterasas en

Eudicotiledoneas

Los distintos eventos de evolucion han permitido que las familias de genes PME y PMEI en plantas
eudicotileddneas se expandan y explica la diversidad de sus funciones. Distintos experimentos han
demostrado que las PME y PMEI estan involucradas en distintos procesos bioldgicos, como la
extension y rigidez de la pared celular, en la maduracion, la germinacion de semillas y desarrollo
de 6rganos (Wang et al., 2021). El rol de la PME en la maduracion se ha estudiado en plantas de
tomate. Wen y colaboradores (2020) destacaron un gen (solyc129g098340) que mostro la mayor
acumulacién de transcritos durante el desarrollo de frutos y la maduracion. Adicionalmente,
observaron que la expresion de cinco genes PME fueron inducidos por etileno (Solyc03g123630,
Solyc039083360, Solyc07g017600, Solyc07g064190, Solyc129g098340), por lo cual se puede
suponer que tienen funcién en la maduracion de frutos. Por otro lado, en el estudio realizado por
Zhu y colaboradores (2017) en frutos de duraznos firmes y blandos, reportaron tres genes PME
(Prupe.7G190300, Prupe.7G190400 y Prupe.7G192800) con diferencias significativas respecto a
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su expresion durante la maduracion de los dos tipos de durazno. Sin embargo, en estos articulos no
mencionan la relacién de PMEI en el control de la esterificacion del metilo de pectinas durante el

proceso de maduracion.

Es comun que se utilice a la planta modelo A. thaliana para deducir genes ortologos y homoélogos,
debido a que estan ampliamente documentados los genes que participan en los procesos biologicos
de las plantas Arabidopsis. Como es el caso del siguiente estudio que se realiz6 en papa, donde
reportan que el gen At2g47550 de A. thaliana es importante en el desarrollo de tubos polinicos y
granos de polen. De los 54 genes PME que analizaron, solamente el gen ST09G81388 presento
homologia con At2g47550, esto permite suponer que el gen ST09G81388 también podria estar
involucrado en el desarrollo de tubos polinicos y granos de polen (Li et al., 2021). Sin embargo, a
dicho estudio le falto un analisis de expresion, generacion de la mutante correspondiente o la
sobreexpresion de ST09G81388 para tener evidencia de la funcion del producto del gen. También
se podria determinar la actividad enziméatica PMEI en polen y tubos polinicos de papa. De manera
similar, en B. oleracea se reportaron niveles de expresion alta de genes PMEI en tubos polinicos y
estambres de botones florales. De los cuales, destaca a BoPMEI71, ortélogo de PME de
Arabidopsis (Atlg40770), resulta ser necesario para el crecimiento del tubo polinico (Liu et al.,
2018). El articulo anterior no relaciona directamente la actividad PMEI sobre la PME que se esta
inhibiendo, seria interesante que se hicieran mutantes que no expresen PME y/o PMEI para evaluar

los efectos sobre los procesos bioldgicos en los que participan PME y PMEIL.

Identificar los miembros de la familia PME y PMEI en distintas especies es necesario para
comprender el impacto que tiene la modificacion de la pared celular en la maduracion.
Previamente, Dautt-Castro y colaboradores (2015) reportaron que las enzimas PME son
importantes para el proceso de maduracion en mango ya que gracias a la hidrolisis de los grupos
metilos en las pectinas, accion dirigida por la PME, se promueve la accion de otras enzimas
pectoliticas que participan en la maduracion, como PL y PG. Adicionalmente, realizaron un estudio
con mango Kent y observaron que la mayoria de los genes MiPME evaluados (MiPME1, MiPMEZ2,
MiPME3, MiPME4, MiPMES5 y MiPMESG) se expresaron desde el dia 1, disminuyendo su expresion
en el almacenamiento postcosecha en el dia 4 y finalmente, mostraron un subsecuente aumento de

expresion en los dias 8 y 10 de almacenamiento postcosecha. El estudio anterior se realizo a partir
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del dia 1 y hasta el dia 10 postcosecha; sin embargo, evaluar la expresion de los genes PME en las
primeras 24 horas postcosecha de los frutos es primordial, puesto que son de las enzimas que inician

la degradacion de la pared celular durante la maduracion.

2.3. El Estudio de PME y PMEI Provee Informacion Valiosa Para su Futura Aplicacion en la

Industria Alimentaria

Como se ha mencionado anteriormente, las pectinas son el principal componente de la pared celular
de plantas, ya que confiere rigidez e integridad a los tejidos. Las enzimas PME y sus proteinas
inhibidoras son componentes de interés para la industria alimentaria en distintos procesos de
fabricacion como, clarificacion de jugos, fabricacion de mermeladas y mejora de la firmeza de
frutas y verduras (Mercadante, 2019). Se ha determinado que el principal responsable de la turbidez
en jugos es la pectina, que es generada por los procesos de extraccion mecanica, promueve la
aparicion de nubes y turbidez. El productor determina si esta es una caracteristica deseada, y
dependiendo del producto aumenta o disminuye la aceptabilidad del producto (Aghajanzadeh y
Ziaiifar, 2018).

Por ejemplo, Mercadante (2019) sugiere afiadir PME para eliminar pectinas, debido a que la
turbidez aumenta la viscosidad de los jugos, y no es una caracteristica que se busque en este
producto. Posterior al tratamiento con PME es necesario anadir CaCly, el cual formara complejos
con las pectinas gue estan negativamente cargadas a causa de la actividad PME vy es gracias a la
union de Ca2+ que se facilita la precipitacion de las pectinas. Por otro lado, hay estudios que
senalan que la turbidez y viscosidad de los jugos influyen en el color, la sensacion en la boca y el
sabor, por lo que se buscan técnicas para mantener a las pectinas que confieren estabilidad a la
turbidez (Aghajanzadeh y Ziaiifar, 2018; Bazaraa et al., 2020). El proceso de clarificacion mediado
por PME ocurre de la siguiente manera: algunos de los grupos carboxilo de la columna HG de
pectina se esterifican con metanol para formar grupos metoxilo. PME desesterifica la pectina
metoxilada y al mismo tiempo los cationes Ca?* se pueden unir facilmente a la pectina desmetilada

para producir pectato insoluble, lo que resulta en la perdida de apariencia turbia del jugo
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(Aghajanzadeh y Ziaiifar, 2018; Bazaraa et al., 2020).

Aunado a lo anterior, la perdida de turbidez en jugos se puede corregir mediante la inactivacion de
PME, comunmente se utiliza inhibicion térmica; sin embargo, el tratamiento térmico suele afectar
de manera negativa la calidad sensorial y nutricional de los jugos. Es por lo anterior, que se ha
propuesto utilizar la proteina PMEI como alternativa a los tratamientos térmicos (Bazaraa et al.,
2020). Se ha demostrado la efectividad de la adicion de polvo de PMEI de kiwi en jugo de naranja,
donde Bazaraa y colaboradores (2020) observaron un efecto negativo sobre la actividad de PME,
con una inhibicion maxima del 89.3% a concentracion de 0.3% (p/p). Los usos de estas enzimas e
inhibidores en jugos los vuelven compuestos de importancia en la industria alimenticia; sin
embargo, mediante la caracterizacion de estas enzimas de distintas plantas que se podra revelar su

verdadero potencial.

La identificacion y caracterizacion de las enzimas PME y sus inhibidores ha ampliado el
conocimiento acerca del proceso de maduracion de frutos de importancia comercial, por ejemplo,
los trabajos realizados en tomate y fresa (Wen et al., 2020; Xue et al., 2020). En la presente
investigacion, la caracterizacion parcial de las familias de genes que codifican para PMEs y PMEIs
en mango, aunado a la evaluacion de la expresion de algunos de los genes PME y PMEI en los
frutos de mango, permitira identificar genes especificos que tienen un mayor impacto en el
ablandamiento de los frutos. La informacion generada puede ser util en un futuro para disefiar
estrategias de manipulacién genética con el fin de alargar la vida de anaquel de estos frutos.
También es la base para investigar cémo se regula la expresion de esos genes y buscar maneras de

controlar su expresion mediante tecnologias que no requieran manipulacion génica.
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3. HIPOTESIS

Los productos de los genes MiPME22, MiPME67, MiPME2, MiPME53.1, MiPME32,
MiPME63.2, MiPME18, MiPME48.1, MiPME3.2, MiPME61.2 MiPME3L1 y los productos de los
genes inhibidores MiPMEI7.5, MiPMEI7.4, MiIiPMEI7.8 y MIiPMEI9 estan asociados a la

degradacion de la pared celular durante el inicio de la maduracion postcosecha del mango cv.

Ataulfo (M. indica L.).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la expresion de los genes de pectin metilesterasa e inhibidores de pectin metilesterasa

asociados a la degradacion de la pared celular al inicio de la maduracion postcosecha del mango
cv. Ataulfo (M. indica L.).

4.2. Objetivos Especificos

1. Identificar y caracterizar las secuencias de los genes pectin metilesterasa (PME) e inhibidores
de pectin metilesterasa (PMEI) en el genoma del mango (M. indica L.) cv. Tommy Atkins.

2. Analizar la relacion filogenética de las PME y PMEL.

3. Determinar los elementos en cis en las regiones promotoras de MiPME y MiPMEI.

4. Evaluar la expresiéon génica de MiPME y MiPMEI en frutos de mango a las 0, 6 y 24 h
postcosecha.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Identificaciéon y Analisis de Estructura de MiPME y MiPMEI

Los genes putativos PME y PMEI de mango (MiPME y MiPMEI ) y las secuencias de aminoacidos
deducidas se identificaron en el genoma del mango Tommy Atkins disponible en la base de datos

(https://mangobase.org/easy gdb/index.php) utilizando como referencia las secuencias de las PME

del transcriptoma del mango Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2018) mediante andlisis de BLAST. Las

secuencias aminoacidicas encontradas se ingresaron a la plataforma SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) y se seleccionaron las proteinas con el dominio PME o PMEI (PF01095 y PF04043,
respectivamente). Se clasifico a las proteinas PME en tipo-1 (dominios PME y PMEI) y tipo II,
(Gnicamente con dominio PME). Se utilizé SignalP 6.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP) para predecir la presencia de péptido

sefial, EXPASYy (https://www.expasy.org/tools) para definir el punto isoeléctrico y Plan-mPLoc

(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/) para predecir la localizacion subcelular.

Adicionalmente, las secuencias nucledtidicas de los genes y sus respectivas secuencias codificantes
se analizaron mediante Gene Structure Display Server 2.0 para determinar los intrones y exones de
PME y PMEI (Hu et al., 2015).

5.2. Analisis de Localizacion Cromosomica y Duplicacion de Genes

La posicion cromosomica de los genes MiPME y MiPMEI determinada en la secuenciacion del
genoma se ilustré mediante la herramienta de TBtools (Chen et al., 2020). El andlisis de
duplicacion de la familia de genes MiIiPME y MIiPMEI se realiz6 mediante el calculo de las
sustituciones sindnimas (Ks) y sustituciones no sinénimas (Ka) mediante la pagina web

http://services.cbu.uib.no/tools/kaks (Norwegian Bioinformatics Platform). La relacion de Ka/Ks

se utilizé para examinar la presion de seleccion sobre cada par de genes duplicados. Usualmente,
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unarelacion Ka/Ks mayor a 1 indica seleccion positiva o diversificadora, igual a 1 indica evolucion
neutra y menor a 1 indica seleccion negativa o purificadora (Wen et al., 2020).

5.3. Alineamiento Multiple y Anélisis Filogenético de PME y PMEI

Se alinearon las secuencias aminoacidicas PME y PMEI de A. thaliana, tomate y mango mediante
Clustal Omega (McWilliam et al., 2013). Para los analisis de filogenia y construccion de arboles
filogenéticos se utilizd IQtree con el método de maxima verosimilitud (Minh et al., 2020). Los
miembros de MiPME y MiPMEI se dividieron en grupos tomando como base la clasificacion de
los miembros de PME y PMEI de A. thaliana (AtPME y AtPMELI). El andlisis filogenético de PMEs
de mango con PMEs de Solanum lycopersicum se realizd para seleccionar genes ort6logos de
mango a los que participan en la maduracion del fruto de tomate, estos genes seleccionados de

mango se escogieron para evaluar su expresion génica (Wen et al., 2020).

5.4. Identificacion de Motivos Conservados de PME y PMEI

Para identificar los motivos conservados, las secuencias de las proteinas MiPME y MiPMEI se
analizaron en el servidor MEME de motivos conservados  (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme) utilizando los siguientes parametros: cualquier ndmero de

repeticiones y largo de motivo 6ptimo de 6 a 50 aminoacidos. Los diagramas de los motivos

identificados se construyeron utilizando el software Tbtools (Chen et al., 2020).

5.5. Analisis de Elementos en cis de las Regiones Promotoras de MiPME y MiPMEI

Se utilizé el software CLC Main Workbench para obtener 1.5 Kb de secuencia nucleotidica
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corriente arriba del codon de inicio (ATG) de los MiPME y MiPMEI a evaluar. Posteriormente,
a partir de la base de datos de PlantCARE de elementos regulatorios de plantas
(https://bioinformatics.psbh.ugent.be/webtools/plantcare/ntml/) se identificaron los elementos en
cis de las regiones promotoras para cada familia de genes.

5.6. Material Vegetal

Se cosecharon frutos de mango cv. Ataulfo en El Rosario, Sinaloa (22°59°31”N 105°51°41”°0)
en estado de madurez fisioldgico (frutos de 120 dias después de la floracion) y se transportaron
al laboratorio de postcosecha de CIAD, Culiacan. Los mangos se lavaron con 200 ppm de
hipoclorito de sodio y se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se seleccionaron
aquellos frutos de tamafio y peso uniformes. Los frutos se mantuvieron en una camara a 20°C y
80% humedad relativa y se muestrearon a las 0, 6 y 24 horas después de ser secados. Finalmente,
los mangos se pelaron y se cortaron los cachetes de los cuales se obtuvieron rodajas del
mesocarpio para congelar de inmediato en nitrégeno liquido y mantenerse a -80°C para la

posterior extraccion de RNA total.

5.7. Extraccion de RNA Total y Sintesis de cDNA

Las muestras de mesocarpio se pulverizaron utilizando nitrégeno liquido y se extrajo el RNA
total utilizando el método reportado por Lopez-Goémez y Gomez-Lim (1992) modificado por
Dautt-Castro y colaboradores (2015). La integridad del RNA se analizé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente, se elimind el DNA
genomico residual con ezDNasa™ (Thermo Fisher Scientific) y se realizo la sintesis de cDNA
usando la transcriptasa reversa del kit SuperScript IV VILO Master Mix (Invitrogen). La
concentracion de los cDNAs obtenidos se calculé mediante la lectura de Ao en un
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). La pureza se determin6é mediante

la relacion de Azso/ A2go Y Azeol Azzo.
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5.8. PCR Cuantitativa y Analisis de Expresion Génica Relativa

Se realizo6 un andlisis de expresion génica relativa de los genes MiPME y MiPMEI seleccionados
mediante PCR cuantitativa (QPCR) utilizando los cDNAs de mesocarpio de mango de los
distintos tiempos muestreados (0, 6 y 24 horas). Se disefiaron iniciadores especificos (sentido y
antisentido) para los genes a evaluar mediante  NCBI  primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y con la base de datos OligoCalc

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) se confirmd que dichos iniciadores no

forman estructuras secundarias (Cuadro 2). Cada ensayo de qPCR se realizé por triplicado con el
juego de reactivos comercial Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (ThermoScientific).
Las mezclas de las reacciones contenian lo siguiente en un volumen total de 10 pL: 5 uL SYBR
Green, 0.5 puL de cada iniciador sentido y antisentido (5uM) y 4 uL ¢cDNA (50 ng/uL). Las
condiciones para la amplificacion por gPCR fueron las siguientes: 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95°C por 15 seg y 60°C por 1 min. Posteriormente, se analizd la expresion génica mediante el
método Delta-Delta Ct (2-24¢) (Schmittgen y Livak, 2008) y se utilizo el gen de Actina 7
(Manin06g006480.1) como gen normalizador. Los resultados obtenidos se graficaron con el
programa GraphPad Prism v. 9.0 para MacOS (GraphPad Software, Boston Massachusetts USA)
(https://www.graphpad.com).

5.9. Andlisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via, donde la variable respuesta fue la
expresion génica y la variable de agrupamiento el tiempo posterior al inicio de la maduracion
postcosecha del fruto (0, 6 y 24 horas). Las diferencias significativas se determinaron con la
prueba de Tukey-Kramer. Las pruebas se realizaron a un nivel de confianza del 95% (p < 0.05),

mediante el paquete estadistico NCSS (version 2022)
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Cuadro 2. Iniciadores sentido (FW) y antisentido (RV) de MiPME y MiPMEI utilizados en

gPCR
Iniciador Secuencia (5°- 37)
VA FW CGTTCTGTCCCTCTATGCCA
\Acting RV TTCTCCTTCATGTCTCGGAC
iPME2? FW CCAATTGAGTGACCAGGAGT
RV CGCACACATCAATGAAGGGG
iPMEG? FW  CATTGTTAGCTAGGGTTCCGGC
RV  CACAGGTAGCTTGACAACCAGA
iPME FW  TGAATTGTGCCATTTCTTCCACG
RV AGTTTGCTAGAATCTGGAAATTCGG
viemgsas | FW GACTCCAGCAATCCAGGCAT
RV AACACGATCTGCCACTAGGC
iPMES? FW TGCCCCCTCAAATATGCAAC
RV  CCAACATAAGAAGGCGCAGTG
viemgsaa FW  GTTATTGCATGCGCCAAAACT
RV TCAACATCAGCTGTTTGCATC
iPMELS FW TGGCTTGCCTTAGTTTGTGTC
RV TCAAACAAGAGAACTCAGGAACAAC
viemgas W CAGTGGAGTCAAATTGAGGCAG
RV  AGAAGGAGAGTGTAGCAATGGAC
viemgsrs FW  TGTTATTTGTAGCCATGTAGGGG
RV  TCCCAGATTAGGACAAACACCC
viemgass FW  GCATTAGAGCTTGTGCAAATTGTT
RV ACTGGAAATATGTATAGGCTTTGGC
iPMESL FW  CTGCCTGGCTATTTCAACTCTG
RV  CAGCCTCAAACATCAAGAAGC
viemgsas | FW CCTATGGTGCCCTAAACCAA
RV  GCTATGCAAGTTTCTTGTCACTC
viemgrs  FW  CCGTTTTTGGGGTTATCCAAGG
RV  TTGAGTTGAGATTAAGGGCGG
N CCTTTCCTTCTCCCTCTTCTCT
RV  AAATCGACGGATGGAAAAGCG
viemerrg W CCTCCGTTTAATCTCAGCCC
RV TTAGCGGTTGAGAACCGGG
ViPMEIS FW CTCAACCGCTAACCAATGGC

RV AGACGTAGCAGAGGTCGGAG
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion y Analisis de Estructura de MiPME y MiPMEI

6.1.1. Caracteristicas de las Secuencias Nucleotidicas y Aminoacidicas de MiPME y MiPMEI

Las pectin metilesterasas se distribuyen ampliamente en el reino vegetal y participan en maltiples
procesos bioldgicos de las plantas. Para identificar los genes putativos MiPME y MiPMEI se utilizé

BlastP contra el proteoma del mango (https://mangobase.org/easy gdb/index.php). Se

identificaron 45 MIPME y 11 MIPMEI putativas y se confirmaron que las secuencias de
aminoacidos son proteinas PME y PMEI debido a la presencia de los dominios conservados
(Pfam01095 y Pfam4043, respectivamente). Basandose en la estructura de los dominios, de las 45

MIPME, 23 se clasificaron como tipo-1y 22 como tipo-II.

La informacion detallada de las MiPMEs tipo-l, MiPMEs tipo-1l y las MiPMEIs se muestra mas
adelante (Cuadro 3y 4). Se incluyen las pares de bases (pb) del marco de lectura abierto (ORF, por
sus siglas en inglés), tamafio de proteina (aa, aminoacidos), peso molecular (kDa), punto
isoeléctrico (pl), localizacion subcelular y dominios conservados. Como se ilustra en el cuadro 3,
los tamafios de las proteinas MiPME tipo-l oscilaron entre 417 aa (MiPME33) y 2379 aa
(MiPME44). En consecuencia, el peso molecular de los miembros MiPME tipo-1 va desde 45.5
kDa hasta 263.1 kDa y la longitud de los ORFs varia de 1251 pb hasta 7137 pb. Ademas, el pl de
las MiPME tipo-I oscil6 entre 5.63 (MiPMEL17) y 9.57 (MiPME33). Con relacién a la ubicacion
celular, se predijo que las 23 MiPME tipo-I se localizan en la pared celular. Respecto a los dominios
conservados, 19 MiPME tipo-I tienen un dominio PMEI y un dominio PME. Mientras que
MiPMEZ2 tiene 2y 2, MiPME44 tiene 4y 5, MIPME20 tiene 1y 2 y MiIiPME3.2 tiene 2y 1 dominios
conservados PMEI y PME, respectivamente. Wang y colaboradores (2021) reportan que los genes
PME que contienen ambos dominios conservados (PME y PMEI) alteraciones estructurales y
funcionales en las proteinas PME, esto debido a que la presencia del dominio PMEI mantiene
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inactiva a la proteina (Del Corpo et al., 2020). Aun asi, el dominio PMEI permite mantener la
funcion basica de esta familia de genes y mejora la diversidad de los genes, por lo tanto, disminuye

la presion de seleccion durante la evolucion (Li et al., 2016).
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Cuadro 3. Caracteristicas principales de las pectin metilesterasas (MiPME) tipo-I de mango.

Clave del ] Localizacion o o
MiPME Clave del Gen Transerito ORF Proteina madura subcelular Dominios Dominios
cv. Tommy Atkins (pb) PMEI PME
cv. Ataulfo aa kDa pl Plant-mPLoc
35 Manin00g002840.1 ¢c30685 g1 i1 1485 494 54.6 9.49 pc 1 1
51.1 Manin00g004600.1 ¢12344 gl i1 1611 536 59.4 8.55 pc 1 1
25 Manin00g013520.1 ¢14325 gl i1 1704 567 63.6 7.56 pc 1 1
33 Manin01g010620.1  ¢8494 gl il 1254 417 45.5 9.57 pc 1 1
22 Manin02g004650.1  ¢18464 g1 j1 = 1617 538 60.1 9.18 pc 1 1
28 Manin029g010270.1 c30665 gl il 1665 554 61.2 5.90 pc 1 1
2 Manin04g011360.1 c12355 g1 il 3417 1138 1248  6.74 pc 2 2
44 Manin05g004210.1 ¢17258 g1 i1 7140 2379 263.1 7.49 pc 4 5
54 Manin05g004220.1 ¢14325 g1 i1 1608 535 58.9 9.13 pc 1 1
3.1 Manin07g004910.1 ¢13807_g3 i1 1779 592 65.6 6.14 pc 1 1
32 Manin07g004920.1 c18464 g1 i1 1518 505 56 5.65 pc 1 1
47 Manin08g002410.1 c14325 g1 il 1692 563 63.3 7.06 pc 1 1
18 Manin08g008630.1 ¢12355 g1 i1 1641 546 60.4 9.13 pc 1 1
6 Manin09g002900.1 ¢18464 gl il 1541 513 56.4 8.91 pc 1 1
61.1 Manin10g003090.1 ¢18464 gl i1 1781 593 65.3 9.13 pc 1 1
17 Manin11g000860.1 ¢14325 g1 i1 1554 517 56.5 5.63 pc 1 1
40 Manin11g004670.1 ¢12355 g1 i1 1683 560 62.6 9.36 pc 1 1
7 Manin11g004680.1 ¢13807_g3 il 1602 533 58.3 8.37 pc 1 1
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Continuacion cuadro 3. Caracteristicas principales de las pectin metilesterasas (MiPME) tipo-1 de mango.

Clave del ) Localizacion o .
_ Clave del Gen ) ORF Proteina madura Dominios Dominios
MiPME ) Transcrito subcelular
cv. Tommy Atkins (pb) PMEI PME
cv. Ataulfo aa kDa pl Plant-mPLoc

20 Manin16g012150.1 ¢14325 g1 i1 2787 928 102.4 6.82 pc 1 2
39 Manin16g012160.1 ¢12355 g1 i1 1692 563 62.5 9.18 pc 1 1
59 Manin169015810.1 ¢12355 g1 i1 1551 516 56.5 8.79 pc 1 1
3.2 Manin18g009520.1 ¢12355 g1 i1 3567 1188 130.1 859 pc 2 1
61.2 Manin19g012060.1 ¢18464 gl i1 1806 601 65.5 9.13 pc 1 1

ORF: Marco de lectura abierto en pares de bases (pb). Localizacion subcelular: pc, pared celular; cl, cloroplasto; n, nucleo; v, vacuola.
Dominios conservados: PME (PF01095) y PMEI (PF04043). Genoma cv. Tommy Atkins (Bally et al., 2021) y transcriptoma cv. Ataulfo
(Dautt-Castro et al., 2018).
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Con respecto a las MIPME tipo-1l (cuadro 4), sus productos proteicos oscilaron entre 60 aa
(MiPME11.2) y 1353 aa (MiPME®63.3). En consecuencia, el peso molecular de MiPME tipo-I1 va
desde 6.5 kDa hasta 150.7 kDa y la longitud del ORF varia de 180 pb hasta 4059 pb. Ademas, el
pl varia de 5.33 (MiPMEQRT1.2) a 9.65 (MiPME51.2). Con relacion a la localizacion subcelular,
se predijo que 20 MiPME tipo-Il se localizan en la pared celular, dos en el ndcleo y uno en la
vacuola. Respecto al dominio conservado PME, 18 MiPME tipo-II tienen un dominio conservado
PME. Mientras que MiPME48.2, MIiPMEQRT1.1, MiPME41 y MiPME63.1 tienen dos dominios
y MiPMESGD5 tiene cuatro dominios conservados PME. Similarmente, en tabaco se han reportado
multiples proteinas NtPME que contienen dos dominios PME (Sun et al., 2022). Las proteinas
PME provienen de RNA mensajeros policistronicos, por ejemplo, las proteinas PMEI pueden ser
transcritas independientemente o a partir de la region PRO de las proteinas tipo-1 y dicha region
PRO es cortada por subtilasas (Coculo y Lionetti, 2022). De igual manera, es posible que haya
distintos puntos de reconocidos por las subtilasas en la proteina PME inmadura y se pueden obtener
dos proteinas PME (segun el nimero de dominios) a partir de un RNA mensajero.

Las propiedades de las MiPMEIs se detallan en el cuadro 5, los tamafios de proteinas MiPMEI
oscilaron entre 147 aa (MiPMEI1) a 518 aa (MiPMEI26). En consecuencia, el peso molecular de
MiPMEI va desde 16.8 kDa hasta 57.6 kDa y la longitud del ORF varia de 441 pb hasta 1154 pb.
Ademas, el pl varia de 4.60 (MiPMEI7.2) hasta 6.83 (MiPMEI9). En relacién con la localizacion
subcelular, se predijo que 11 MiPMEIs se localizan en la membrana celular y 1 en la pared celular.
Respecto al dominio conservado PMEI, 11 MiPMElIs tienen 1 dominio PMEI y MiPME?7.8 tiene 2
dominios conservados PMEI.
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Cuadro 4. Caracteristicas principales de las pectin metilesterasas (MiPME) tipo-11 de mango.

Clave del ] Localizacion o
MiPME Clave del Gen Transcripto ORF Proteina madura subcelular Dominios
cv. Tommy Atkins (pb) PME
cv. Ataulfo aa kDa pl Plant-mPLoc

8 Manin00g000910.1 c13176_g1_i2 1137 378 41.7 6.16 pC 1
34 Manin00g002310.1 c33184 g1 il 522 173 18.9 9.51 pc 1
94 Manin00g014880.1 c12355 g1 il 1131 376 41.6 6.66 pc 1
67 Manin02g010770.1 cl14325 gl il 1026 341 38.01 6.85 pc 1
68 Manin04g006150.1 c18975 gl i2 1074 357 39.6 8.06 pc 1
53.1 Manin05g006020.1 c13176_gl_i2 1179 392 43.6 9.48 pc 1
5 Manin06g000520.1 c18057_g1_il 1266 421 46.8 9.40 pc 1
51.2 Manin06g006100.1  ¢12355 g1 il 315 104 11.3 9.65 pC 1
48.2 Manin08g002350.1 c13176_gl_i2 2226 741 80.9 6.30 pc 2
1 Manin08g002360.1 c13176_gl_i2 1122 373 40.8 6.39 pc 1
63.2 Manin08g002480.1 c13176_gl_i2 1287 428 47.3 6.28 pc 1
QRT1.1  Manin10g008200.1 c16358 g1 il 1104 367 40.9 6.01 pc 2
11 Manin13g003470.1 c18057_g1_il 1008 335 36.6 6.43 pc 1
65 Manin169001550.1 c30685_g1_il 2085 694 7.7 9.19 pc 4
41 Manin169001580.1 c18464 g1 il 1131 376 41.7 8.88 pc 2
48.1 Manin169010260.1 c16358 g1 il 1104 367 40.4 8.42 pc 1
53.2 Manin169012800.1 c18975 gl _i4 1992 663 74.9 7.87 n 1
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Continuacion cuadro 4. Caracteristicas principales de las pectin metilesterasas (MiPME) tipo-Il de mango.

Clave del ] Localizacion o
_ Clave del Gen _ ORF Proteina madura Dominios
MiPME _ Transcripto subcelular
cv. Tommy Atkins (pb) PME
cv. Ataulfo aa kDa pl Plant-mPLoc
15 Manin19g004860.1 €25643_g1_i9 3699 1232 135.3 5.93 n 1
QRT1.2 Manin199015860.1 c33184 _g1_il1 1113 370 41.2 5.33 pc 1
31 Manin20g001920.1 c18057 gl il 951 316 354 6.17 pc 1
63.3 Manin20g004000.1 c13176_gl i1 4062 1353 150.7 5.50 v 1
63.1 Manin20g004020.1 c13176_g1_i2 1167 388 43.01 7.07 pc 2

ORF: Marco de lectura abierto en pares de bases (pb). Localizacion subcelular: pc, pared celular; cl, cloroplasto; n, nicleo; v, vacuola.
Dominios conservados: PME (PF01095). Genoma cv. Tommy Atkins (Bally et al., 2021) y transcriptoma cv. Ataulfo (Dautt-Castro et

al., 2018).
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Cuadro 5. Caracteristicas principales de proteinas inhibidoras de las pectin metilesterasas (MiPMEI) de mango.

Clave del ) Localizacion .
MIPMEL Clave del Gen Transcripto ORF Proteina madura subcelular Dominios
cv. Tommy Atkins (pb) PMEI
cv. Ataulfo kDa pl Plant-mPLoc

26 Manin04g002540.1 c19539 g1_il 1557 518 57.6 7.05 pc 1
7.2 Manin09g002880.1 570 189 20.2 4.60 mc 1
1 Manin11g000140.1 c14820 gl il 444 147 16.8 6.81 mc 1
7.5 Manin16g001470.1 c14820_g1_i1 657 218 23.1 5.10 mc 1
7.7 Manin16g001490.1 567 188 20.5 5.70 mc 1
7.9 Manin16g001510.1 c6631_gl il 771 256 284 750 mc 1
7.6 Manin16g001530.1 570 189 20.7 5.44 mc 1
7.3 Manin16g001540.1 €6631_g1 il 681 226 24.6 591 mc 1
7.1 Manin16g001560.1 c6631_g1_il 675 224 24.6 6.14 mc 1
7.4 Manin16g001600.1 672 223 24.4 6.72 mc 1
7.8 Manin16g001620.1 c14820 gl il 1071 356 38.9 5.14 mc 2
9 Manin169001630.1 588 195 21.9 6.83 mc 1

ORF: Marco de lectura abierto en pares de bases (pb). Localizacion subcelular: pc, pared celular; mc, membrana celular. Dominio
conservado: PMEI (PF04043). Genoma cv. Tommy Atkins (Bally et al., 2021) y transcriptoma cv. Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2018).
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6.1.2. Analisis de Estructura de los genes MiPME y MiPMEI

Se analizo la organizacion estructural (intrones-exones y regiones UTR) de los 46 MiPME. Este
analisis revel6 que los genes PME contienen distinta cantidad de exones e intrones y los miembros
de los subgrupos tienen una estructura similar, con ciertas excepciones. La estructura de los MiPME

tipo-1 fue consistente respecto al nimero de intrones, 2 a 4 (Figura 3).
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intrones y en azul regiones no traducidas (5°UTR y 3’UTR).

A excepcién de MiPME44, el cual cuenta con 14 intrones, esto se puede deber a que el ORF de
MiPME44 es de 7140 pb, es mas largo que los otros miembros del subgrupo (Cuadro 3). Estos
resultados son similares a los reportados en PMEs tipo-1 de tomate y durazno, los cuales

presentaron un rango de entre 0 a 4 intrones (Wen et al., 2020; Zhu et al., 2017). En el caso de los
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MiPMEs tipo-Il, la mayoria de los genes contienen de 0 a 8 exones. Sin embargo, MiPME15 y
MiPMEG63.3 contienen 22 y 25 intrones, respectivamente (Figura 4). Mientras que en tomate se
reportan de 3 a 5 intrones para los genes PME tipo-11 (Wen et al., 2020). Se reporta que los intrones
estan asociados a la expansion de las familias de genes durante la evolucion de las plantas (Wang
etal., 2021).
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Figura 3. Estructura de los genes MiPME tipo-11. En amarillo se indican los exones, en negro los
intrones y en azul regiones no traducidas (5’UTR y 3’UTR).

En un estudio realizado en soya por Wang y colaboradores (2021), mencionan que los genes que
contienen intrones largos e interrumpidos son mas resientes que aquello con menos intrones, como
es el caso de GmPME105, GmPME106 y GmPME115. En el caso de MiPME podemos sefialar que
MiPME20, MiPME3.2 y MiPME44 contienen intrones largos, lo cual se podria asociar a una
expansion reciente de esta familia de genes. Con respecto a la estructura de los genes PMEI, se
observaron en ellos de 0 a 2 intrones (Figura 5). Estos resultados son consistentes a los reportados
en durazno, donde la mayoria de los genes PMEI no tiene intrones y se conforman mayormente
por un exon (Zhu et al., 2017).
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6.2. Analisis de Localizacion Cromosomica y Duplicacion de Genes

La localizacion de los genes MiPME se muestra de forma grafica en los 20 cromosomas del mango
se muestra de forma grafica en la figura 6. Los 45 genes MiPME y 12 genes MiPMEI se distribuyen
en 16 y 4 cromosomas, respectivamente. En general, estas familias de genes se encuentran
desigualmente distribuidas en 15 de los 20 cromosomas y en el cromosoma 16 se encuentra la
mayor cantidad de genes de ambas familias (7 MiPMEs y 9 MiPMEIs). Entre los genes duplicados
MIPME se encontraron 21 tipo-l y 17 tipo-Il (Cuadro 6); lo cual indica que no se favorecié la
expansion de un tipo de PME en particular y explica porque el tamafio de ambos grupos es similar
(23 tipo-1 y 22 tipo-I1). En tomate observaron una mayor cantidad de PMEs tipo-1 en los eventos
de duplicacién, el cual esta relacionado a la expansion de PMEs tipo-I en el genoma del tomate (36
tipo-1y 21 tipo-11) (Wen et al., 2020).
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La relacion Ka/Ks se puede utilizar como un indicador de la presion de seleccion evolutiva de una
familia de genes (Cuadro 6). Ademas, el método utilizado proporciond los pares de genes
duplicados, con la localizacién cromosémica de dichos genes se identifico el tipo de evento de
duplicacion. Los valores Ka/Ks de los 19 pares de genes fueron menores a 1, lo cual indica que la
familia de genes MIPME pudo haber pasado por presion negativa o purificadora durante la
evolucion. La seleccion negativa es el tipo de seleccion natural méas frecuente y se debe a que, a
nivel molecular, elimina los cambios en las secuencias de aminoacidos que resultan en la reduccion
de la aptitud (Fetterman et al., 2008).
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Cuadro 6. Sustituciones sindnimas y no sindnimas de pares de genes duplicados MiPME

MiPME Tipo MiPME Tipo Evento o Ks Ka/ks resionde
uplicacion seleccion
41 ] 65 ] Tandem 0.09 022 041 Negativa
39 I 40 I Segmental 0.03 0.10 0.30 Negativa
32 I 44 I Segmental 0.06 0.19  0.33 Negativa
6 I 8 I Segmental 0.32 051  0.63 Negativa
22 I 54 I Segmental 0.21 0.47 045 Negativa
53.1 I 3.1 I Segmental 0.30 048  0.63 Negativa
3.2 I 2 I Segmental 0.04 0.13  0.33 Negativa
5 ] 33 I Segmental 0.29 0.53 055 Negativa
63.3 I 63.1 I Tandem 0.01 0.02 0.0 Negativa
18 I 35 I Segmental 0.18 045 0.40 Negativa
61.1 I 61.2 I Segmental 0.03 0.15 0.22 Negativa
63.2 I 48.1 I Segmental 0.17 045 0.38 Negativa
1 ] 48.2 ] Tandem 0.00 0.01 0.09 Negativa
7 I 20 I Segmental 0.04 0.16 0.27 Negativa
47 I 25 I Segmental 0.05 0.18 0.29 Negativa
11 I 67 I Segmental 0.21 049 043 Negativa
QRTL1 I QRT1.2 ] Segmental 0.04 0.15 0.28 Negativa
15 I 53.2 I Segmental 0.34 046  0.73 Negativa
17 I 59 I Segmental 0.03 0.11  0.27 Negativa

Ks: Sustituciones sindnimas, Ka: sustituciones no sindnimas.

En la familia MiPME se detectaron 3 pares de genes que se duplicaron en tandem en los
cromosomas 8, 16 y 20 (Figura 6). En contraste, se detectaron 17 pares de genes que sufrieron
eventos de duplicacion segmental, los cuales son 5 veces méas que los genes duplicados en tandem
(Figura 7). Con esta informacion podemos inferir que la duplicacion segmental fue el principal
evento que llevo a la derivacion de nuevos genes MiPME. En distintas plantas como soya, fresa 'y
manzana, se ha reconocido a la duplicacion segmental como la principal fuerza que impulsa la
expansion de la familia PME (Wang et al., 2021; Xue et al., 2020). Por otro lado, tanto la
duplicacion segmental como en tdndem tienen un gran impacto en la duplicacion de PMEs en
tomate (Wen et al., 2020).
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Figura 6. Duplicacion segmental de pares de genes MiPME y MiPMEI.

Los pares de genes duplicados MiPMEI se presentan en el cuadro 7, tan solo se observaron 2 pares
de MiPMEI duplicados en tdndem y 2 pares en segmental. Si comparamos con plantas como la
soya, donde identificaron 52 pares de genes GmPMEI duplicados en tdndem y 55 pares en
segmental (Wang et al., 2020). Esto indica que la expansion de la familia GmPMEI ha sido
favorecida durante la evolucién mediante eventos de duplicacion de genoma completo (WGD, por

sus siglas en inglés), es interesante mencionar que se ha observado lo opuesto en mango.
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Cuadro 7. Sustituciones sindnimas y no sindnimas de pares de genes duplicados MiPMEI

Pares de genes Evento Presion de
MiPMgEI duplicacion Ka Ks Ka/Ks seleccion
7.1 7.9 Tandem 0.026 0.020 1.269 Positiva
7.4 7.7 Tandem 0.033 0.0563 0.625 Negativa
1 26 Segmental 0.380 0.544  0.697 Negativa
7.5 7.2 Segmental 0.044 0.163 0.269 Negativa

Ks: Sustituciones sindnimas, Ka: sustituciones no sindnimas.

En un trabajo realizado por Bally y colaboradores (2021), en mango cv. ‘Tommy Atkins’ en donde
se evaluo la expansion y compresion de distintas familias de genes en mango, determinaron que
las familias de PMEI e inhibidores de invertasa se comprimieron significativamente. Se
identificaron 12 genes de PMEI en el genoma del mango, mientras que en soya se identificaron
170 y en otros frutos climatéricos como tomate se identificaron 48 genes PMEI y 30 en durazno
(Wang et al., 2020; Wen et al., 2020; Zhu et al., 2017). Que esta familia haya pasado por eventos
de compresion en mango habla de la necesidad de reducir la inhibicion de PME en este fruto; el
mango es un fruto que pierde la firmeza con rapidez, por lo cual es imprescindible la remodelacion

de las pectinas durante etapas tempranas de la maduracion.

6.3. Alineamiento Multiple y Analisis Filogenético

Para entender la relacion evolutiva entre las PME de M. indica L., se realiz6 un arbol filogenético
de maxima verosimilitud basandose en el alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos
de las 46 MiPME. Las proteinas PME se clasificaron en tres clados; el clado 111 es el mas amplio
con 22 MiPME tipo-I y tres MiPME tipo-Il, el clado | contiene 18 MiPME tipo-Il y el clado Il se
conforma por una MiPME tipo-1 y dos MiPME tipo-II (Figura 8A).
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Para analizar la relacion entre las PME de M. indica L. y A. thaliana, se construyd un &rbol

filogenético con las 46 y 66 PMEs, respectivamente (Figura 9).
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Figura 8. Relacion filogenética de 46 MiPME y 66 AtPME. Las proteinas PME se agruparon en 3
clados, I (azul), Il (rosa) y Il (morado). El &rbol se generé utilizando 1Qtree mediante el método

de méaxima verosimilitud

Las 112 PMEs se agruparon en tres clados, lo cual es consistente con la clasificacion de MiPME.
El clado 111 es el mas extenso con 70 PMEs de las cuales sesenta y tres son tipo-I y siete son tipo-
I1, el clado I contiene 37 PMEs tipo-Il y el clado Il contiene 5 PMEs, tres tipo-1y dos tipo-Il. Cada
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clado contiene tanto miembros de la familia MiPME como de AtPME, lo cual sugiere que los genes
MiPME y AtPME evolucionaron de un ancestro en comun. Esta clasificacion es consistente a la
reportada para A. thaliana, el analisis filogenético de los miembros AtPME los agrupa en cuatro
grupos, del clado I al 111 son tipo-1, a excepcion de dos PMEs tipo-1l y el clado 1V se conforma

solamente por PMEs tipo-1l (Louvet et al., 2006).

Se construyo un arbol filogenético con 46 PMEs de M. indica L. y 57 PMEs de tomate, con la
finalidad de seleccionar genes ortdlogos para realizar analisis de expresion génica. Wen y
colaboradores (2020) evaluaron la expresion génica de PMEs para inferir actividad PME en
distintas partes de la planta de tomate, incluyendo el fruto. La comparacion de las PME de tomate
con las de mango permitié seleccionar genes ortdlogos que, por su misma definicién, tendran
productos proteicos que realizan una misma funcion debido a que tienen el mismo origen evolutivo.
En la figura 10 se resaltan genes de tomate inducidos por etileno, Solyc03g083360,
Solyc07g071600 y Solyc12g098340, cuyos genes ortélogos de mango son MiPMEG61.2,
MiPME32, MiPME22 y MiPMEG67, respectivamente. Se resaltan genes que mostraron acumulacion
de transcritos en la maduracion de tomate Solyc07g064180, Solyc07g064170 y Solyc07906419,
de los cuales el ortélogo de mango fue MiPME18. Finalmente, los genes Solyc03g123620 y
Solyc12g008530 mostraron acumulacion de transcritos durante el desarrollo de tomate y sus
ortdlogos son MiPME3.2, MiPME2 y MIPME53.1, respectivamente. Adicionalmente, se
seleccion6é MiPME31, MiPME48.1 y MiPME63.1 debido a que fueron evaluados por Dautt-Castro
y colaboradores (2015), donde reportan expresion a partir de las 24 horas postcosecha de mango
Kent. Por altimo, se seleccion6 MiPME63.2 ortélogo de Prupe.7G192800 un gen PME de durazno

que esta relacionada a la maduracién del fruto (Zhu et al., 2017).
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seleccionados para analisis de expresion génica (rojo), genes de tomate inducidos por etileno
(morado), acumulacion de transcritos en maduracion de tomate (rosa) y acumulacion de transcritos

durante desarrollo de tomate (azul). El arbol
maxima verosimilitud.

se generd utilizando 1Qtree mediante el método de

Por otra parte, se construyé un arbol filogenético de maxima verosimilitud con las secuencias de

aminoacidos de 12 MiPMEI con base en el alineamiento multiple de estas secuencias. Las proteinas

PMEI se clasificaron en dos clados, el grupo
contiene una PMEI (Figura 11A).

més amplio es el clado Il con 11 PMEI y el clado |
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Al analizar la relacion evolutiva entre las 12 MiPMEIs y 71 AtPMEI se observaron dos grupos
entre las 83 PMEI, en este caso el clado | es mas extenso con 51 PMEIs, de las cuales una es de M.
indica L. y el clado Il cuenta con 32 PMEIs (Figura 12). Otras plantas como la soya tienen familias
PMEI mas amplias (170 GmPMElIs), al explorar su relaciéon filogenética con 59 PMEIs de
Arabidopsis observaron un mayor nimero de clados, en este caso reportan cuatro clados (Wang et
al., 2020). Por otro lado, en las secuencias de los inhibidores de PME de M. indica L. no se encontrd

ninguna caracteristica en comun que distinga subgrupos. En un estudio de durazno realizado por
Zhu y colaboradores (2017) reportaron resultados similares, donde construyeron un arbol

filogenético con 30 PMEI de durazno y 77 PMEI de Arabidopsis con el cual determinaron que la
subclasificacion de los inhibidores de pectin metilesterasas es ambigua.
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6.4. ldentificacion de Motivos Conservados

El andlisis de motivos conservados se llevo a cabo con la finalidad de ilustrar los dominios
conservados de las MiPME y ademés provee evidencia para apoyar las agrupaciones del analisis
filogenético de las MiPME. Se identificaron 10 motivos conservados MEME con longitudes de 21
a 50 residuos de aminoacidos en las 46 MiPMEs. Notablemente, del motivo 1 al 5 corresponden al
dominio conservado PME y el motivo 10 mapea para el dominio conservado PMEI, es por lo
anterior que el motivo 10 solamente se present6 en los miembros MiPME tipo-I (Cuadro 8). Los
motivos 1y 2 se presentan en casi todas las secuencias de las proteinas MiPME, a excepcion de
MiPME11.2, MiPMEQRTL1.2, MiPME51.2 y MiPME34 (Figura 8B). Los motivos 9 y 10 no se
observan en los clados Il y I, respectivamente. Cabe mencionar que la agrupacion de los clados
mostrd patrones y oOrdenes regulares, respecto a los motivos conservados MEME de la familia
MiPME. El andlisis de motivos conservados en frutos como tomate, fresa y naranja mostraron
resultados similares, con respecto a que cuentan con un motivo que mapea al dominio PMEI y ya
sea 9 en tomate, 9 en fresa y 7 motivos MEME en naranja que mapean para el dominio PME (L. et
al., 2022; Wen et al., 2020; Xue et al., 2020).

Cuadro 8. Secuencias consenso de los diez motivos-MEME de las proteinas MiPME

Motivo Secuencia consenso Largo cii?ri\?ei\go
1 ADLSAFYRCSFIGYQDTLYVHSGRQFYRDCYIYGTVDFIFGNAAVVFQNC 50 PME
2 SGKTYLGRPWKEYSRTVFMQTYIGDLINPAGWL 33 PME
3 ALKTLYYGEYKNTGPGANTSGRVKWPGYH 29 PME
4 NQKNTITAQGRTDPNZNTGFSIQNCKITA 29 PME
5 GFIARBITFENTAGPPKHQAV 21 PME
6 VAKDGSGBFKTISDAVNAAPENST 24 *

7 KRFIIYIKAGVYKENVEIPKK 21 *
8 KKNIMFIGDGIGKTVITGSRN 21 *
9 TEASKFTVGNFJAGNSWLPSTGVPFTAGL 29 *
10 SQKADDLKTWLSAALTNQZTCLDGFEELN 29 PMEI

*No mapea para un dominio conservado
En el caso de los inhibidores se identificaron 8 motivos conservados MEME con longitudes de 8 a
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50 residuos de aminoacidos en las 12 MiPMEIs. Las secuencias consenso de residuos de
aminoacidos de los motivos 1y 2 mapean para el dominio conservado PMEI (Cuadro 9). Al menos
uno de los motivos 1y 2 se presentan en todas las proteinas MiPMEI, a excepcién de MiPMEIL.
Las proteinas dentro del clado Il muestran una distribucién de motivos similar, mientras que el
clado I es una proteina (MiPMEI1) en la cual se reconocio6 el motivo 7 (Figura 11B). Similarmente,
en naranja se identificaron 10 motivos conservados de los cuales 3 mapean para el dominio
conservado PMEI (Li et al., 2022). La estructura y patron de los motivos conservados de los
miembros MiPMEI apoya la agrupacion filogenética y conservacion de la familia PMEI de M.

indica L.

Cuadro 9. Secuencias consenso de los ocho motivos-MEME de las proteinas MiPMEI

Motivo Secuencia consenso Largo Cg}zg}i\ggo
1 DEIQKSLKQMRDLGAAGSSKERLRSLLFBVQTWITGASIDHSTCTDNFDD 50 PMEI
2 PGSQPLTNGSDFIRSSCKCTTYPDLCYASLEPYSRSVNEDLAKLSIVAIG 50 PMEI
3 VSLEKVKTMASYLANLSRDADHKSDPRM 28 *
4 DGPLKEDVIARAAYVRKFTSIALGLVNCY 29 *
5 MNKNTSRPLFLLPLLFLFNLRLVSALNIJNAMPSVDFIPSPS 41 *
6 LQLCLDLIGGDDGAV 15 *
7 SSALHDCLSNFGDAV 15 *
8 MPSVDFIP 8 *

*No mapea para un dominio conservado

6.5. Andlisis de Elementos en cis de las Regiones Promotoras

6.5.1. Analisis de Elementos en cis de las Regiones Promotoras de MiPME

Adicionalmente, para esclarecer aspectos de la regulacién de MiPME se analizaron las regiones
promotoras (1.5 Kb corriente arriba del ATG) de los 12 MiPME seleccionados para analisis de

expresion génica relativa. En la figura 13 se ilustra un total de 8 diferentes tipos de elementos en
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cis, entre los cuales se encuentran elementos que sugieren que los genes MiPME responden a
hormonas y estrés, como los elementos de respuesta a &cido abscisico (ABA), acido salicilico (AS),
auxinas (IAA), etileno, giberelinas (GA) y metil jasmonato (MeJA), elementos de defensa y estrés

como sequia y temperaturas bajas.

MiPMEIS  MiPME2  MiPME22 MiPME3.2 MiPME3] MiPME32 MiPME48.1 MiPME53.]1 MiPME6].2 MiPME63.] MiPME63.2 MiPMEG7

25

20

w

<

0

Elemento respuesta al dcido abscisico  m Elemento respuesta a auxinas Elemento respuesta de defensa y estrés + Elemento respuesta a etileno

Elemento respuesta a giberelinas m Elemento respuesta a la luz Elemento respuesta a metil jasmonato  m Elemento respuesta al 4cido salicilico

Figura 12. Elementos en cis de las regiones promotoras de MiPME. Analisis de 1.5 Kb corriente
arriba del ATG de 12 genes MiPME seleccionados para andlisis de expresion génica.

De los 12 genes MiPME que se analizaron, la region promotora de 5 MiPMEs tiene al menos un
elemento en cis de respuesta a ABA. Qi y colaboradores (2021) reportan que el tratamiento con
ABA exbgeno en manzanas, comparadas con el control, promueve la biosintesis de ABA
enddgeno, disminuye la firmeza y aumenta la actividad PME. Es comUn encontrar en distintas
fuentes que la madurez de los frutos climatéricos es principalmente inducida por altos niveles de
etileno y la madurez de los frutos no climatéricos es debido al aumento de ABA durante el
desarrollo del fruto y aunque lo anterior es correcto, no se debe disminuir la importancia de ABA
durante la maduracion de mango. En un trabajo realizado por Wu y colaboradores (2022) en mango
cultivar Keitt observaron que durante el desarrollo del fruto hay la produccién de etileno, mientras
que la acumulacion de ABA ocurri6 principalmente en las etapas de maduracion. Sin embargo, no
se conoce el efecto especifico de ABA en la maduracion de mango Ataulfo, por lo que se puede
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sugerir que la presencia de dichos elementos en cis en respuesta a ABA promueve la actividad
PME.

Por otro lado, de los 12 genes MIPME, la regién promotora de 4 MiPMEs tiene al menos un
elemento en cis de respuesta a etileno. El etileno regula varios efectos de la maduracion en frutos
climatéricos mediante la regulacion de genes involucrados en distintos procesos, como la
degradacion de clorofila, la conversion de almidones a azlcar y la regulacion de enzimas
hidroliticas que modifican la pared celular. Cantidades traza de etileno de 0.01 ppm en mangos
postcosecha, puede activar enzimas relacionadas a la degradacion de pectinas para promover la
maduracion (Liu et al., 2023).

De las regiones promotoras analizadas, 3 MiPMEs tienen al menos un elemento en cis de respuesta
a AS. En mango se utiliza el tratamiento con AS cuando se tienen problemas en la postcosecha,
como la antracnosis. Al AS se le atribuye actividad antimicrobiana y ademas para mantener o evitar
la pérdida de la firmeza del mango (He et al., 2017). Por otro lado, en albaricoque se observé que
el tratamiento con AS suprime el aumento de la actividad PaPME, observada en los frutos control.
La reduccion de la expresion de PaPMEL1 result6 en la disminucion de la actividad de enzimas que
degradan la pared celular, lo cual retrasa la solubilizacién de pectinas y mantiene la firmeza del
fruto (Li et al., 2022). Con la evidencia actual podemos inferir que al menos una de las funciones
de los elementos en cis en respuesta a AS en PMESs es para suprimir la actividad enzimatica y

disminuir la degradacion de la pared celular.

6.5.2. Analisis de Elementos en cis de las Regiones Promotoras de MiPMEI

El anélisis de elementos en cis de las regiones promotoras de MiPMEI sugiere que, al igual que
MiPME, responden a hormonas y estrés, como los elementos de respuesta a ABA, AS, IAA,
etileno, GA y MeJA, elementos respuesta a luz y elementos respuesta a defensa y estrés como
sequia y temperaturas bajas. El elemento en respuesta a la luz es el mas abundante en la region
promotora de MiPMEI7.5, MiPMEI7.8 y MiPMEI9 (Figura 14). Este resultado concuerda con el
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reportado por Ren y colaboradores (2019) en S. bicolor, donde encontraron que 41 de las 55
regiones promotoras de los SBPMEIs contienen al menos un elemento en respuesta a la luz. Sin
embargo, mencionan que la relacién entre la expresion de PMEI y la luz no es clara y hasta el

momento la informacion al respecto es escasa.

25

10

MiPMEI7.4 MiPMEI7.5 MiPMEI7.8 MiPMEI9
Elemento respuesta al dcido abscisico m Elemento respuesta a auxinas Elemento respuesta de defensa y estrés = Elemento respuesta a etileno

Elemento respuesta a giberelinas m Elemento respuesta a la luz Elemento respuesta a metil jasmonato  ® Elemento respuesta al dcido salicilico

Figura 13. Elementos en cis de las regiones promotoras MiPMEI Analisis de 1.5 Kb corriente
arriba del ATG de 4 genes MiPMEI seleccionados para analisis de expresion génica.

Los cuatro genes MiPMEI cuentan con al menos un elemento en respuesta a AS, MeJA o ABA.
Los elementos en respuesta a ABA en PMEI se suelen relacionar con los mecanismos de respuesta
a sequia y estrés salino (Dramadri et al., 2021; J. Wang et al., 2020). Sin embargo, en durazno se
ha resaltado el rol fisiolégico de ABA y el impacto que tiene en genes relacionados a pectinas como
PG y PMEI en la degradacion de la pared celular durante la maduracion postcosecha de este fruto.
Ademaés, observaron que la aplicacion de ABA aument6 drasticamente la expresion relativa de PG
y PMEI, lo cual apoya la idea de que estos genes inhibidores son estimulados por ABA (Soto et
al., 2013). Debido a la presencia de estos elementos en cis en las regiones promotoras de MiPMEI
sugiere que estos genes son inducidos por ABA para el proceso de maduracion y, ademas, la
respuesta a estrés abidtico y biotico.
6.6. Expresion Génica Relativa de MiPME y MiPMEI en Frutos de Mango Ataulfo Postcosecha
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La expresion génica relativa se evaluo en mesocarpio de mango a las 0, 6 y 24 horas postcosecha.
De los 45 genes MIPME se evaluaron 12 MiPME, de los cuales MiPME32 no se expresé en
mesocarpio en los tres tiempos evaluados. Es interesante obtener este resultado debido a que, en
base al analisis filogenético, MiPME32 se encuentra cercano a MiPME22 (Figura 10) del cual se
observd expresion relativa en los tres tiempos evaluados (Figura 15). Se esperaba expresion de
ambos debido a que son ortdlogos de Solyc079g071600, un gen importante para la maduracion de
tomate que es regulado por etileno. En mango ‘Kent’ la sintesis de etileno incrementa a partir de
las 24 horas postcosecha, ademas, estudios anteriores sefialan que la actividad de las enzimas que
modifican la pared celular es regulada e inducida por etileno, especialmente PGs y PMEs (Dautt-
Castro et al., 2019; Li, He, et al., 2022; Wen et al., 2020). Que MiPME32 no se exprese durante
las 24 horas postcosecha se puede deber a que se estimula después de las 24 horas o participa en

otro proceso fisioldgico de la planta o en otro tejido, como hojas o raices.

Por otro lado, la expresién de MiPME3.2, MiPMEG63.1 y MiPME48.1 se estimula a las 24 horas y
en el caso de MiPMES3.1 se observé que su expresion relativa disminuye a las 6 horas y a las 24
horas se estimula (Figura 16). MiPMES53.1 y MiPMEG3.1 son 2 de los genes que cuentan con
elementos en cis en respuesta a etileno (Figura 13). Tomando en cuenta dichos elementos en cis y
que la sintesis de etileno en mango ‘Kent’ se estimula a las 24 horas postcosecha, podemos inferir
que la expresion de los genes MiIiPMES3.1 y MiIPMEG63.1 se estimula en respuesta a etileno
enddgeno. En tomate se observaron resultados similares, donde reportan cinco genes PME cuya
expresion fue regulada por etileno (Solyc03g123630, Solyc03g083360, Solyc07g071600,
Solyc07g064190 y Solyc129098340) por lo cual sugieren que las PMEs codificadas en esos genes
participan en el proceso de maduracion del tomate (Wen et al., 2020). En frutos no climatéricos,
como naranja Navel se observé que la expresion de los genes CsSPME3, CsPME4, CsPME20,
CsPME21 y CsPME53 aumentaba durante la etapa de expansion tardia de la fruta y disminuia
después de la etapa de maduracion, sefialando que estos genes podrian impactar en la expansion de
la fruta y el proceso de maduracion (Wu et al., 2022). Estos trabajos destacan la participacién de
genes especificos para la maduracion, debido a que es una amplia familia cuyas isoformas pueden

estar involucradas en distintos procesos fisiologicos.
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Los genes PME especificos de la maduracion pueden ser blanco de estudios funcionales, como lo
hicieron Xue y colaboradores (2020) en fresa. En dicho trabajo identificaron 54 FvPMEs y
mediante analisis de expresion seleccionaron a FvPME38 y FVYPME39 para sobre expresarlas y
entender su impacto en la maduracion de la fresa. Concluyeron que estos genes influencian
significativamente la firmeza del fruto, el contenido de pectinas y la estructura de la pared celular;
ademas, resaltan la necesidad de PME para el ablandamiento de la fresa. En base a los resultados
obtenidos y los estudios anteriormente expuestos, podemos inferir que los genes MiPMES3.2,
MiPME63.1, MiPME53.1 y MIPME48.1 y sus productos proteicos son necesarios para la
maduracion del mango debido a que se expresan desde las 0 horas y se estimulan a las 24 horas

postcosecha.

63



MiPME22 MiPMEG67

(3]
1
w
1

W Oh Wm Oh
S 44 = 6h s = 6h
® T 5
© 3 B 24h 3 2 = 24h
c c
2 S
$ 27 8 1-
S S
o &
o_.
Oh 6h 24h Oh 6h 24h
Tiempo Tiempo
MiPMEG61.2 MiPME31
5 4
mR Oh Wm Oh
2 41 = 6h g, = 6h
3 3 = 24h = B 24h
S S 27
g g 1-
w 1 i
0- 0-
Oh 6h 24h Oh 6h 24h
Tiempo Tiempo
MiPME18 MiPME2
101 204
mm Oh W Oh
2 8- = 6h S 45 = 6h
= ®
7: 6 = 24h ] = 24h
S 5 107
g 2 & %7
0- 0-
Oh 6h 24h Oh 6h 24h
Tiempo Tiempo
MiPMEG63.2
154
mm Oh
s = 6h
3 404
E’ 10 = 24h
c
0
)
o 54
o
>
[
o_.
Oh 6h 24h
Tiempo

Figura 14. Expresion génica relativa de 7 MiPMEs a 0, 6 y 24 horas postcosecha. Los datos son
las medias * error estandar (n=3, p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre los
tiempos evaluados.
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Figura 15. Expresion génica relativa de 4 MiPMEs a 0, 6 y 24 horas postcosecha. Los datos son
las medias + error estandar (n=3, p<0.05). Literales diferentes indican diferencias significativas
entre las 0, 6 y 24 horas.

En el anélisis de la expresion génica de MiPMEI se observo que 3 de los 4 genes MiPMEI se

expresaron en los tres tiempos evaluados y es interesante que su expresion se induce a las 24 horas
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(Figura 17). En un estudio por Liy colaboradores (2022) en naranja Navel identificaron 18 CsPMEI
que se expresaron en distintas etapas de maduracion del fruto. CsSPMEI15, CsSPMEI19 y CsPMEI32
se expresaron en las 5 etapas del desarrollo y maduracion evaluadas, por lo cual sefialan la
importancia de estos inhibidores para mantener niveles altos de metilesterificacion en las pectinas
y asi prevenir la degradacion por PMEs especificas. El inhibidor esta involucrado en el proceso de
maduracion al formar un complejo inactivo usualmente con la isoforma PME mas prevalente e
inhibe la degradacion de las pectinas. Por ejemplo, en tomate, SolyPMEI crea un complejo
especificamente con la isoforma PME-1 (Li et al., 2022; Reca et al., 2012). Por el momento no se
encuentra informacion acerca de la creacion de complejos enzima-inhibidor especificos en mango
cv. Ataulfo; sin embargo, con la informacion presente podemos suponer que las isoformas MiPMEI
estan presentes en el inicio de la maduracion postcosecha para crear complejos inactivos con
isoformas como MiPME63.1, MiPME48.1, MiPMES53.1 y MiPME3.2 cuya expresion se induce a
las 24 horas, y asi mantener cierto nivel de metilesterificacion y de esa manera evitar la degradacion

temprana de las pectinas.
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Figura 16 Expresion génica relativa de 3 MiPMEIs a 0, 6 y 24 horas postcosecha. Los datos son
las medias + error estandar (n=3, p<0.05). Literales diferentes indican diferencias significativas
entre las 0, 6 y 24 horas.
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7. CONCLUSIONES

El genoma del mango contiene 45 genes MIPME y 11 MIiPMEI. Mediante analisis
filogenéticos y de motivos conservados se dividio a la familia de MiPME en tres clados; mientras
que la subclasificacion de MiPMEI es ambigua debido a que no tienen una caracteristica con la
cual diferenciarse. Mediante el analisis de expresion génica pudimos identificar cuatro MiPME y
tres MiPMEI que se expresan diferencialmente a las 24 horas postcosecha, 1o que sugiere estan
asociados a la degradacién de la pared celular durante el inicio de la maduracion postcosecha del
mango cv. Ataulfo (M. indica L.). La informacion generada en esta tesis aporta al conocimiento
acerca de las familias de genes de PME y PMEI y da pie a futuros anélisis funcionales de estas

familias de genes en mango ‘Ataulfo’.
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