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RESUMEN

El contenido del 4cido L-ascorbico en los frutos depende de una variedad de
factores que ocurren durante su desarrollo, maduracién y manejo postcosecha. Los frutos
de mango (Mangifera indica L.) para exportacion, son sometidos al tratamiento
hidrotérmico cuarentenario (THC). El THC consiste en sumergir los frutos en agua a
temperaturas de 46.1°C por aproximadamente 60 a 120 minutos, lo que puede afectar el
contenido del acido L-ascorbico. Por ello, el objetivo general de esta investigacion fue
evaluar el efecto del THC en el contenido de 4cido L-ascorbico y en los patrones de
expresion de genes para su biosintesis y reciclaje. Los mangos cv. Ataulfo se cosecharon
en madurez fisioldgica, se sometieron al THC, y se almacenaron a 20°C durante 9 dias.
Al evaluar la firmeza, el color externo y el color interno de los frutos, no hubo efecto del
THC (p<0.05); excepto en el angulo de tono y luminosidad del color externo. El
contenido de acido L-ascorbico se mantuvo constante durante el almacenamiento, con
excepcion del dia 1. EI THC disminuy6 en un 12% el contenido de acido L-ascorbico de
los frutos en comparacion al grupo testigo (p<0.05). Los transcritos que codifican para la
enzima GDP-manosa 3,5 epimerasa (GME), GDP-galactosa fosforilasa 1 y 2 (GGP1 y
GGP2) y la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) fueron analizados, mostrando
alta similitud con genes correspondientes de otras plantas como el cacao, la naranja, el
durian y el dlamo. El anélisis de expresion de genes reveldo que MiGME, MiGGPI y
MiMDHAR son inducidos durante el almacenamiento; mientras que MiGGP2 se reprime
a partir del dia 2. El THC estimul6 la expresion de los genes de biosintesis MiGME 'y
MiGGP?2 a partir del dia 2; en contraste, MiGGP1 se reprimi6 en los frutos de la mayoria
de los dias. Por otro lado, el gen de reciclaje MiMDHAR se vio inducido en todos los
dias evaluados, hasta 14 veces en el dia 5. En conclusion, los genes de la biosintesis
(MiGME y MiGGP2) y reciclaje (MiMDHAR) fueron diferencialmente inducidos en
mangos sometidos al THC. Estos resultados sugieren que ambas rutas se estimulan a
nivel transcripcional en respuesta al estrés causado por el THC.

Palabras clave: tratamiento hidrotérmico, expresion génica, maduracioén, acido L-

ascorbico, mango, GME, GGP, MDHAR.
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ABSTRACT

The content of L-ascorbic acid in fruits depends on a variety of factors that occur
during their development, ripening and postharvest handling. Mango fruit (Mangifera
indica L.) are subjected to quarantine hydrothermal treatment (HWT) after harvest for
exportation. The HWT consists of immersing the fruits in water at temperatures of
118°F for approximately 60 to 120 minutes, which may affect the content of L-ascorbic
acid. Therefore, the objective of this research was to evaluate the effect of HWT on the
content of L-ascorbic acid and the expression of genes of its biosynthesis and recycling.
Mangoes cv. Ataulfo were harvested at physiological maturity stage, subjected to HWT
and then stored at 20°C for 9 days. When assessing the firmness, the external and the
internal color of the fruits, there was no significant difference between mangoes with
HWT and controls (p<0.05); except for Hue and luminosity in external color. The
content of L-ascorbic acid was maintained during storage of mangoes. The HWT caused
a 12% reduction of L-ascorbic acid in the treated fruits compared to the controls
(p<0.05). The transcripts that code for GDP-mannose 3,5 epimerase (GME), GDP-
galactose phosphorylase 1 and 2 (GGP1 and GGP2) and monodehydroascorbate
reductase (MDHAR) were analyzed, showing high identity with corresponding genes
from other plants like cacao, orange, durian, and black cottonwood. The analysis of gene
expression revealed that MiGME, MiGGP1 and MiMDHAR are induced during ripening;
whereas MiGGP?2 is repressed from day 2. On the other hand, the expression of MiGME
and MiGGP2 was stimulated by HWT from day 2; while MiGGP1 was repressed on
fruit from all days except day 2. Meanwhile, MiMDHAR was up-regulated by the HWT
in all the days evaluated up to 14-fold in fruits of day 5. Genes of the biosynthesis
(MiGME y MiGGP2) and recycling (MiMDHAR) pathways were differentially induced
by the HWT. These results suggest that both pathways are induced at the transcriptional

level in response to the stress caused by the HWT.

Keywords: hot water treatment, gene expression, ripening, L-ascorbic acid, mango,

GME, GGP, MDHAR.
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INTRODUCCION

Los tratamientos post cosecha son aplicados a los frutos como el mango
(Mangifera indica L.) para garantizar su calidad de exportacion. El tratamiento
hidrotérmico (THC) se aplica como medida cuarentenaria contra larvas de la mosca del
género Anaestrepha, las cuales infestan los frutos de mango. Sin embargo, se ha
demostrado que los tratamientos post cosecha pueden afectar la maduracién y
caracteristicas fisicas del mango (Ornelas-Paz y Yahia, 2014). En conjunto con lo
anteriormente mencionado, los distintos factores y la manipulacion de los frutos en post
cosecha, como el THC anteriormente mencionado, pueden afectar el contenido de acido
L-ascérbico (Lee y Kader, 2000), el cual, es un componente importante en el valor

nutricional de este tipo de productos alimenticios.

El 4cido L-ascérbico es también conocido como vitamina C, es potente antioxidante, el
cual solamente se obtiene de la dieta diaria de productos ricos en esta vitamina, como los
frutos y otros productos de origen vegetal. El acido L-ascorbico, junto con enzimas
antioxidantes, reduce el efecto de la acumulacion de las especies reactivas del oxigeno
(EROs), las cuales son generadas por distintos factores abioticos y bidticos (Venkatesh y
Park, 2014). El acido L-ascorbico cumple diferentes funciones durante el proceso de
maduracion de los frutos, en adicion a la reduccion de EROs. Este antioxidante es
utilizado como donador de electrones para la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
oxidasa (ACC oxidasa), encargada de la sintesis de etileno (Davey et al., 2000). Por lo
que el 4cido L-ascorbico no solamente se limita a procesos antioxidantes, sino que

también participa en ciertas funciones en el proceso de maduracion de los frutos.

Recientemente, el trabajo de transcriptomica en mango de Dautt-Castro y colaboradores
(2018) ha revelado que genes relacionados de distintas rutas metabodlicas,
particularmente aquellos relacionados con la maduracion de los frutos, se ven afectados
por el THC. A pesar de que los efectos fisiologicos y fisicos de los frutos debido a los

distintos tratamientos postcosecha se han estudiado a detalle, el impacto a nivel
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molecular de genes relacionados a rutas metabdlicas de importancia nutricional requiere
de més informacion. Por lo que el objetivo de este trabajo es dilucidar los cambios a
nivel genético de la ruta metabolica de biosintesis y reciclaje del acido L-ascérbico

debido al THC en mango cv. Ataulfo en postcosecha.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Fruto de Mango como Fuente de Acido L-ascorbico y su Funcién

2.1.1 Caracteristicas Nutricionales del Mango cv. Ataulfo

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto climatérico, perteneciente a la familia
Anacardiaceae. El cual es originario de la region Indo-Birmanica y se desarrolla en
areas tropicales (Tharanathan et al., 2006). Los cultivares mas producidos en México son
el Ataulfo, Manila, Tommy Atkins, Haden y Kent (Wall-Medrano et al., 2015).
Originario de Chiapas, México, el cultivar Ataulfo ha surgido por su gran aceptacion en
el mercado. El cultivar resalta por poseer una alta cantidad de compuestos antioxidantes,
poca fibra y particularmente una larga vida de anaquel en comparacién con otras

variedades de mango (Yahia-Kazuz et al., 2006).

Los frutos de mango contienen una gran cantidad de compuestos bioactivos tales como
los carotenoides y compuestos fenolicos, por lo que son una buena fuente de
antioxidantes (Schieber et al., 2000). Entre ellos, resalta el acido L-ascorbico, el cual,
junto con el acido dehidroascorbico, se le conoce en conjunto como vitamina C. El 4cido
L-ascérbico es un compuesto soluble, con una estructura molecular que le permite
reducir moléculas oxidadas. El cual es reconocido por sus caracteristicas antioxidantes,
que previenen contra la acumulacion excesiva las especies reactivas del oxigeno. El
contenido promedio de vitamina C en mango (ID: 09176) es de 36.4 mg/100 g (USDA,
2016). Sin embargo, se ha reportado un contenido de 4cido L-ascorbico de 125.4+6.4 y
158.5 mg/100 g de peso fresco en puré y en fruto entero de mango cv. Ataulfo,
respectivamente (Manthey y Perkins-Veazie, 2009; Robles-Sanchez et al., 2009). Este

contenido de acido L-ascorbico es mayor que el reportado para mango de los cultivares
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Haden, Keitt, Kent y Tommy Atkins. Por lo que actualmente en el mercado, el cultivar

Ataulfo es uno de los cultivares de mango con mayor contenido de acido L-ascorbico.

2.1.2 Funciones del Acido L-Ascorbico

El 4cido L-ascorbico tiene multiples funciones en la fisiologia de los seres vivos.
Ademas de ser un potente agente para reducir el efecto del estrés oxidativo, tiene un rol
en la sefializacion celular y participa como cosustrato de otras enzimas no relacionadas a
los mecanismos antioxidantes (Venkatesh y Park, 2014). Algunas mono- y dioxigenasas
requieren el dcido L-ascorbico para modificar proteinas a nivel postraduccional (Szarka
y Ldrincz, 2014). Particularmente, las prolil-4-hidroxilasas utilizan el acido L-ascorbico
para el entrecruzamiento de las fibras de coldgeno durante su biosintesis (Myllyharju,
2008). La enfermedad del escorbuto, prevalente en especies incapaces de sintetizar el
acido L-ascorbico, se asocia a la biosintesis deficiente de coldgeno debido a la
deficiencia de este antioxidante. Por otra parte, en plantas, el acido L-ascorbico es
utilizado por la ACC oxidasa y giberelina-3-dioxigenasa como cosustrato para sus
respectivas hormonas, el etileno y el 4cido giberélico (Davey et al., 2000). Por lo tanto,
la funcién de este nutriente no solamente se limita a procesos antioxidantes, sino
también participa en procesos en donde se requiere su actividad reductora para permitir

las funciones de ciertas enzimas.

Sin embargo, la funcidon mas reconocida del acido L-ascorbico es la capacidad de
contrarrestar el efecto del estrés oxidativo en las células. Las plantas requieren de la
presencia del acido L-ascorbico para prevenir la accion excesiva de las EROs. En este
grupo se encuentran las formas del oxigeno altamente reactivas, de las cuales el
perdxido de hidrogeno (H,O») y los radicales libres como el superoxido (O;) y el radical
hidroxilo (-OH) son uno de los principales representantes (Mittler, 2016). Estas EROs se
pueden generar durante el metabolismo normal de la planta y bajo el estrés abidtico. El

exceso de EROs causa dafios en varios niveles celulares: desde modificaciones a la
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informacion genética hasta dafios estructurales a las proteinas y lipidos, al cual se le
conoce como estrés oxidativo (Demidchik, 2015). No obstante, las células vegetales han
desarrollado distintos mecanismos antioxidantes, entre los cuales se encuentran los
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Entre los sistemas enzimaticos, se
encuentra la ascorbato peroxidasa (APX), la cual tiene la funcion de reducir el perdxido
de hidrégeno a moléculas de agua (Gill y Tuteja, 2010). Otras enzimas incluyen la
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), las tiorredoxinas y las enzimas del ciclo

glutation-ascorbato.

2.2 Biosintesis y Reciclaje del Acido L-ascorbico

2.2.1 Las Distintas Rutas Biosintéticas del Acido L-Ascérbico

Se ha establecido que en las plantas el acido L-ascorbico se puede sintetizar de novo por
cuatro rutas metabolicas, en la Figura 1 se presentan las rutas propuestas para la sintesis
de este compuesto. La via de la D-manosa/L-galactosa o también conocida como la via
de Smirnoff-Wheeler se propuso hace 19 afios como la via principal a partir de la cual se
sintetiza este antioxidante en las plantas superiores como A. thaliana (Wheeler et
al.,1998). Las tres vias biosintéticas alternas no se han estudiado a profundidad, sin
embargo, se ha demostrado que aportan de manera importante en la sintesis de acido L-
ascorbico en ciertas especies vegetales como en fresa (Fragassia x anassa) y A.
thaliana. Wolucka y Van Montagu (2003) propusieron una nueva ruta de biosintesis en
A. thaliana, conocida como la ruta de la L-gulosa. Se demostré que la enzima GDP-
manosa 3,5 epimerasa, genera un intermediario distinto a partir de la epimerizacion de la
GDP-0-D-manosa. Esta enzima es capaz de producir la GDP-B-L-galactosa y GDP-B-L-
gulosa, generando dos rutas. La bifurcacion hacia cualesquiera de ellas depende de una
segunda epimerizacion y reduccion del intermediario GDP-B-4-ceto-gulosa,

respectivamente (Major et al., 2005).
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Figura 1. Rutas de biosintesis del acido L-ascorbico en plantas. HK: hexocinasa, PGI:
fosfoglucosa isomerasa, PMI: manosa-6-fosfato isomerasa, PMM: fosfomanosa mutasa,
GMP: GDP-manosa-fosforilasa, GME: GDP-D-manosa 3’5’-epimerasa, GGP: GDP-L-
galactosa fosforilasa, GPP: L-galactosa-1-fosfatasa, GDH: L-galactosa deshidrogenasa,
GLDH: L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa, GalUr: L-galacturonato reductasa,
IMP: mioinositol monofosforilasa. *Se ha sugerido que tiene funcionalidad doble
(Torabinejad et al., 2009). Los nombres de los genes/mutantes se presentan en cursivas.
Adaptado de Venkatesh y Park 2014.
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Las ultimas dos rutas son menos estudiadas, pero se ha demostrado su presencia e
impacto en el contenido de dcido L-ascérbico en ciertas especies vegetales, una de ellas,
la D-galacturonato o 4cido D-galacturdnico, que genera acido L-ascérbico a partir del
acido D-galacturdnico. Este wiltimo es producto de la degradacion de las pectinas de la
pared celular vegetal. Se ha observado que la sobreexpresion de la enzima D-
galacturonato reductasa (GalUR), enzima importante en esta ruta, se asocidé con el
incremento del contenido de acido L-ascorbico en las plantas de A. thaliana (Agius et
al., 2003; Cruz-Rus et al., 2011). Ademas, se ha observado que la transformacién de
tomate con FaGalUR, proveniente del fruto de la fresa (Fragassia x anassa)
proporciono tolerancia ante el estrés abiotico debido a su sobreexpresion (Cai et al.,
2015). Finalmente, la via del mio-inositol ha sido propuesta como una ruta alterna para
la biosintesis del 4cido L-ascorbico en A. thaliana. El establecimiento de que podria ser
una ruta alterna de biosintesis se basé en la sobreexpresion del gen MIOX4 que codifica
para la enzima mioinositol oxigenasa, la cual transforma el mio-inositol a &cido-D-
glucuroénico (Lorence et al., 2004; Lisko et al. 2013). Por lo tanto, se sugiere que estas
rutas pudieran tener una contribucion distinta en ciertas especies y estados de desarrollo

de las plantas.

2.2.2 Regulacion de la Ruta Biosintética de 1a D-manosa/L-galactosa

Se ha propuesto que la enzima GDP-L-galactosa fosforilasa (GGP) es un paso
regulatorio esencial en la sintesis de &cido L-ascorbico. En Arabidopsis, se han
encontrado dos genes que codifican para esta enzima: Vic2 y Vtc5, mutantes dobles de
estos genes en brotes de A. thaliana no fueron capaces de desarrollarse, y debieron ser
rescatados mediante la adicion de 4cido L- ascorbico y L-galactosa (Dowdle et al.,
2007). En este estudio se observo que V#c2 se expresa mas que Vzc3; sin embargo, a
pesar de su baja contribucion, Vic5 compenso la sintesis del 4cido L-ascérbico en
estadios jovenes de mutantes Vic2-1 de A. thaliana. Ademds, ambos genes se han visto

reguladas bajo el ciclo circadiano y por la intensidad de luz (Gao et al., 2011).
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La regulacion de la sintesis de acido L-ascorbico por medio de GGP ha sido demostrada
en varios estudios, donde esta enzima se ve regulada a nivel transcripcional y
traslacional (Bulley y Laing, 2016). La actividad del promotor de GGP parece responder
a diferentes tipos de estrés abiotico, incluyendo el calor y la intensidad de la luz (Li et
al., 2013). La comparacion entre especies de kiwi, diferentes en su contenido de acido L-
ascorbico, revelan que la expresion de GGP, regulada por diferentes mecanismos, se
correlaciona con un mayor nivel del compuesto (Li et al., 2014). Adicionalmente, la
transformacion en A. thaliana y la expresion transitoria de GME y GGP en hojas de
tabaco revela un efecto sinérgico entre ellas (Bulley et al., 2009). Por lo anterior, se
sugiere que los pasos que conciernen a GME y GGP son importantes en la ruta de la D-

manosa/L-galactosa (Bulley y Laing, 2016).

2.2.3 El Sistema Antioxidante y de Reciclaje del Acido L-ascérbico: Tolerancia ante

el Estrés por Calor

El sistema antioxidante del 4cido L-ascorbico se puede encontrar en diferentes partes de
la célula que la protegen ante el estrés oxidativo generado por el metabolismo y el estrés
abidtico. La enzima ascorbato peroxidasa (APX) utiliza el acido L-ascorbico como
agente reductor para reducir el peroxido de hidrégeno a agua. Las isoenzimas
identificadas en A. thaliana se encuentran en diferentes compartimentos celulares: en
citosol (APX1, APX2, APX6), peroxisomas, glioxisomas (APX3, APX4, APXS) y
cloroplasto (sAPX Y tAPX) (Anjum et al., 2016). La sobreexpresion de ascorbato
peroxidasa ha conferido tolerancia ante el calor a plantas transgénicas de A. thaliana y
Brassica oleracea (Chiang et al., 2015; Jiang et al., 2016). Ademas, se ha visto que la
expresion del factor de transcripcion A2s (HsfA2) puede regular la transcripcion de
APX2, y conferir tolerancia al estrés por calor (Wang et al., 2016), mostrando que la
enzima ascorbato peroxidasa responde durante los mecanismos de proteccion ante el

estrés abiotico de la célula.
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Durante los procesos de eliminacion de EROs se producen formas oxidadas del 4acido L-
ascorbico. Se han identificado enzimas que reciclan el acido L-ascorbico y contribuyen
al mantenimiento del balance de este compuesto en plantas bajo estrés. La
monohidroascorbato reductasa (MDHAR) se ha encontrado en varios compartimentos
celulares en las plantas, en maiz, cuatro MDHARs se han encontrado localizadas en
citosol y mitocondria (Liu et al., 2012), observando que los genes de MDHAR que se
han expresado de manera distinta en respuesta al estrés abiodtico. La sobreexpresion de
una MDHAR cloroplastica de tomate mejord la tolerancia ante el estrés por temperatura
en protoplastos de A. thaliana (Li et al., 2010). Lo anterior sugiere la importancia de la
presencia de la ruta de reciclaje del acido L-ascorbico en diferentes compartimentos

celulares, durante los mecanismos de defensa ante estrés abidtico en las plantas.

La enzima dehidroascorbato reductasa (DHAR) participa en el sistema de reciclaje del
acido L-ascorbico mediante el ciclo del glutatién-ascorbato, y se conoce que también
participa durante el estrés abidtico. En Arabidopsis se han identificado tres genes de
DHAR (DHARI, DHAR2 y DHAR?3). Las diferentes isoenzimas de DHAR se localizan
en distintas partes en la célula; DHARI y DHAR2 se han localizado en el citosol,
mientras que la DHAR3 en el cloroplasto y su actividad es necesaria ante la tolerancia al
estrés foto oxidativo (Noshi et al., 2016; Noshi et al., 2017). Se ha encontrado que la
capacidad de los mecanismos antioxidantes de reciclaje difiere entre genotipos de
plantas con diferente tolerancia al calor (Zou et al., 2016). Lo anterior puede deberse a
diferencias en la regulacion y capacidad del ciclo del glutation-ascorbato, por lo que el
estudio del sistema de reciclaje del dcido L-ascorbico también ha sido utilizado para

estudiar la capacidad antioxidante en las plantas.
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2.3 La Accion del Tratamiento Hidrotérmico en el Contenido de Acido L-ascorbico

por en Frutos

2.3.1 El Tratamiento Hidrotérmico como Medida Cuarentenaria en Mango

Los frutos de interés comercial como el mango cumplen con protocolos de fitosanidad y
control de plagas que se ajusten a los requerimientos establecidos para ser exportados.
Estos protocolos estan diseflados para eliminar infestaciones por especies de la familia
Tephritidae, del orden Diptera, entre las que se encuentran larvas de Anastrepha ludens
(Loew), A. suspensa (Loew), A. obligua (Macquart) y A. serpentina (Wiedemann)
(Yahia et al., 2011) que infestan frutos tropicales y subtropicales en México, a las cuales
se les conoce colectivamente como moscas de la fruta. Los tratamientos cuarentenarios
para la eliminacion de estas larvas incluyen medidas quimicas y fisicas, dentro de cuales

se incluyen los tratamientos con base en temperatura como el tratamiento hidrotérmico.

El tratamiento hidrotérmico (THC) es una opcion adecuada para el control de las
infestaciones de la mosca de la fruta en frutos de climas tropicales y subtropicales. La
técnica se ha utilizado para el mango debido a su facilidad de implementacion, relativo
corto tiempo del proceso y su alta capacidad para eliminar los insectos invasores en los
frutos (Ducamp Collin et al., 2007). Herndndez y colaboradores (2012) indican que los
frutos de mango cv. “Ataulfo” deben de someterse por 95 minutos a 46.1- 47°C, para
asegurar la eliminacién de las larvas del primer estadio de Ceratitis capitata, que son las
mas resistentes al calor. Los frutos de mango en la practica, es comun que se sometan al
THC a 46.1°C por un tiempo variable (el cual depende de su peso) de entre 75 a 110
minutos dependiendo del peso del fruto. Estas condiciones son recomendadas para
garantizar la calidad del producto para la exportacion, especialmente hacia los Estados

Unidos (USDA-APHIS, 2016).
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Existen diferentes factores que afectan el contenido de acido L-ascorbico en los frutos en
postcosecha. Es importante recalcar que el dcido L-ascérbico es un compuesto 1abil a las
altas temperaturas y es facilmente oxidado. Algunos de estos factores incluyen largos
tiempos de almacenamiento, altas temperaturas, baja humedad relativa, dafio fisico al
fruto y dafio por frio, entre otros (Lee y Kader, 2000). Por otra parte, en tiempos de
exposicion cortos a altas temperaturas, como el THC existen cambios debido al estrés
por calor en los frutos, los cuales incluyen el aumento de proteinas de defensa y enzimas
antioxidantes (Lurie y Pedreschi, 2014). Las pérdidas de acido L-ascérbico causados por
estos factores afectan el valor nutricional de los productos horticolas, por lo que su
estudio podria proporcionar informacion acerca de su influencia sobre el metabolismo

del 4cido L-ascorbico en frutos en postcosecha.

2.3.2 Respuestas Fisiologicas de los Frutos ante el Estrés Debido el Tratamiento

Hidrotérmico

Los efectos de los tratamientos postcosecha se han estudiado principalmente con el
objetivo de evaluar los cambios en las caracteristicas fisioldgicas y sensoriales de los
frutos. Luna-Esquivel (2008) reportd que el THC en mangos cv. “Ataulfo” afecta la
fisiologia y bioquimica del fruto. Los frutos de mango (cosechados en madurez
fisioldgica) fueron sometidos a un THC de 46.1°C por 75 minutos y fueron almacenados
a 22%2 °C por 11 dias. Entre los distintos aspectos evaluados, los mas afectados fueron
la firmeza, el contenido de acido L-ascorbico, los solidos solubles totales, el aumento en
la susceptibilidad al frio y el adelanto de la maduracion. También se observd un
incremento del 40% del desorden denominado “tejido seco” en mangos sometidos al
THC, aunque el THC no haya sido el agente causal, se menciona que el calor del

tratamiento potencid este defecto fisiologico.
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2.3.3 Efectos en la Expresion Génica Debido a la Aplicacion de Calor a los Frutos

La expresion diferencial de genes que codifican para proteinas del sistema antioxidante
se ha reportado para frutos sometidos a tratamientos con base en el calor. Huan y
colaboradores (2017), reportaron la induccion de la expresion de genes de enzimas del
ciclo glutation-ascorbato, PpaSOD, PpaCATI y PpaAPX2 después del tratamiento
hidrotérmico de durazno (Prunus persica L. cv Xiahui 5). El contenido de éacido L-
ascorbico, la calidad de los frutos de durazno y la capacidad antioxidante se vieron
mejorados después del tratamiento con agua o con aire caliente durante el
almacenamiento en frio. El tratamiento hidrotérmico a 48°C por 10 minutos, fue mas
efectivo en mejorar el metabolismo de acido L-ascorbico al inicio del almacenamiento
de los frutos. La efectividad del THC se puede deber a la mayor transmision de calor del

agua, induciendo los mecanismos antioxidantes (Huan et al., 2017).

Wang y colaboradores (2014), estudiaron los efectos del tratamiento con aire caliente
sobre el metabolismo del acido L-ascérbico en frutos de durazno bajo condiciones de
estrés por frio. Los frutos de durazno se sometieron a 37°C por 3 dias y el calor provocod
la produccion de perdxido de hidrogeno, seguida de la induccion de expresion de los
genes de las enzimas GLDH, APX, MDHAR y DHAR. Evidentemente, el incremento de
las EROs tiene como consecuencia la inducciéon del metabolismo y del sistema de
reciclaje del acido L-ascorbico, previniendo los dafios fisiologicos del fruto causados por
el estrés por temperatura. Ademas, se ha observado que las temperaturas bajas también
desencadenan reacciones de respuesta ante el estrés abidtico. En frutos de tomate
“Cherry” (Solanum lycopersicum L. var. cerasiforme cv. Conchita F1) almacenados a
5°C y 10°C, se observo un aumento en la expresion de genes de biosintesis, de reciclaje

del 4cido L-ascérbico y del sistema antioxidante (Tsaniklidis et al., 2014).

Los transcriptomas realizados en mango cv. “Ataulfo” sometido al THC mostraron
expresion diferencial de genes relacionados a una variedad de rutas metabolicas. Entre

ellos, aquellos relacionados al metabolismo de la degradacion de la pared celular (Dautt-
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Castro et al., 2018). Lo anterior lleva al cuestionamiento de como los genes relacionados
a distintos parametros de calidad y nutricionales son afectados en sus niveles de
expresion por esta medida cuarentenaria. Ademas, la necesidad de analizar a detalle cada
ruta de biosintesis de compuestos relacionados con el color, sabor, aroma, asi como de
aquéllos relacionados con la pérdida de firmeza y de manera importante los relacionados

con aspectos de salud y nutricion.

Por lo anteriormente mencionado, el estudio de las respuestas de los genes ante el estrés
abidtico en los frutos podria ayudar a elucidar los eventos que ocurren a nivel molecular.
En concreto para el caso del metabolismo del 4cido L-ascorbico, este trabajo se enfoca
en investigar los factores que pudieran llevar a la induccidon de genes de biosintesis y
reciclaje del acido L-ascorbico. Es por ello, que el objetivo a futuro es aportar
informacion més a detalle acerca del impacto que causa el estrés abidtico que ocurre

durante la postcosecha de los frutos de importancia econdmica como el mango.
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3. HIPOTESIS

El estrés por calor causado por el tratamiento hidrotérmico en mango cv. Ataulfo
induce los genes de las enzimas GDP-manosa 3,5 epimerasa, GDP-galactosa fosforilasa

y monodehidroascorbato reductasa citosélica durante la maduracion de los frutos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la expresion de GDP-manosa 3,5 epimerasa, GDP-galactosa fosforilasa y
monodehidroascorbato reductasa citosolica en la maduracion del mango cv. Ataulfo

sometido a tratamiento hidrotérmico.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el color, la firmeza y contenido de acido L-ascorbico en mango
cv. Ataulfo con y sin tratamiento hidrotérmico durante la maduracién

postcosecha.

2. Identificar las transcritos que codifican para enzimas de la biosintesis y
reciclaje de acido L-ascorbico del transcriptoma de mango cv. Ataulfo y

mapearlos al genoma del mango cv. Tommy-Atkins.

3. Evaluar la expresion relativa de los genes GDP-manosa 3,5 epimerasa, GDP-
galactosa fosforilasa, y monodehidroascorbato reductasa citosolica en la
maduracion postcosecha de mangos cv. Ataulfo con y sin tratamiento

hidrotérmico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestreo de los Frutos de Mango cv. Ataulfo

La recoleccion de los mangos cv. Ataulfo se llevo a cabo en la Huerta Diaz, localizada
en Escuinapa, Sinaloa. Se colectaron mangos en madurez fisioldgica, considerando ésta
a partir de los 120 dias después de floracion. Se tomaron en cuenta criterios de inclusion
como la uniformidad del peso y del color, y que ademas estuvieran libres de dafio
aparente Los mangos se sometieron a las condiciones de tratamiento hidrotérmico
definidas por la USDA-APHIS (2016), las cuales son de 46.1°C por 75 minutos, seguido
de un hidroenfriado a 25°C por 30 minutos. Los frutos se almacenaron en una camara a
20°C hasta alcanzar la madurez comercial. Se muestrearon tres réplicas biologicas por
cada dia y por tratamiento (se formaron dos grupos, el grupo testigo y el grupo sometido
al THC). Los dias de muestreo fueron 1 hora después del THC (dia 0), dia 1, dia 2, dia 5
y dia 9.. En cada estado de madurez se evaluaron parametros fisicos como color y
firmeza, el contenido de acido L-ascorbico y la expresion de los genes de biosintesis y

reciclaje del acido L-ascorbico de interés.

5.2 Analisis de los Parametros Fisicos

Con el objetivo de evaluar los estados de madurez del mango cv. Ataulfo, se realizaron
determinaciones de los siguientes parametros fisicos principales: color interno (pulpa) y
externo (cascara) y la firmeza de los mangos en cada tiempo de almacenamiento
evaluado. El color interno y externo de cada fruto se determindé por medio de un
colorimetro manual Konica Minolta CM-700d, utilizando el espacio de color CIE
L*a*b*. En este espacio, L* indica luminosidad y a* y b* son las coordenadas de

cromaticidad. En este sistema, a* y b* indican direcciones de colores: +a* es la
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direccion del rojo, -a* es la direccion del verde, +b* es la direccion del amarillo y -b* es
la direccion del azul. El color externo se evalud en la cascara de cada lado del fruto (dos
puntos) y el color interno se evalud en dos puntos opuestos en la pulpa del fruto. Los
resultados se expresaron como los tres atributos de color L, angulo de tono y croma. L*
indica la luminosidad o claridad, e indica que tan claro u oscuro es el color. El valor de
croma C* indica la saturacion del color y si estos son vivos o apagados. Los colores son
apagados cerca del centro y se hacen mas vivos a medida que los valores se alejan del
centro. El dngulo del tono h se define el tono del color y se expresa en grados: 0° seria
(rojo), 90° seria amarillo), 180° seria verde y 270° seria azul (Konica Minolta, 2007). El

angulo de tono y el croma se calcularon de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

. b *
Angulo de tono = arctan <E> (D

Croma = /(a*)% + (b %)2 (2)

La firmeza de los frutos se evaludé por medio de un penetrometro Lloyd-Ametek LS1
utilizando un punzén de 0.8 mm. Este parametro se determind en lados opuestos de la
parte media, con dos mediciones por fruto. Los resultados se expresaron en Newtons

(N).

53 Identificacion y Andlisis de Secuencias Nucleotidicas y Aminoacidicas de

MiGME, MiGGP1, MiGGP2 y MiMDHAR

Para el disefio de los iniciadores que se utilizaron en la evaluacion de la expresion de
genes, se identificaron las secuencias de los genes de biosintesis MiGME, MiGGPI,
MiGGP2 y de reciclaje MiMDHAR a partir del transcriptoma del mango cv. Ataulfo
(Acceso: PRINA286253) (Dautt-Castro et al., 2018). A partir de esta informacion, se
disefiaron los iniciadores de cada uno de los genes de interés para M. indica cv. Ataulfo
utilizando las herramientas PrimerQuest Tool (Integrated DNA Technologies) y Primer-

BLAST (NCBI), los cuales se muestran en la Tabla 1.
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Las secuencias aminoacidicas deducidas de las secuencias nucleotidicas de los genes se
analizaron por comparacion con la base de secuencias no redundante del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, por sus siglas en inglés) por medio del
algoritmo BLASTp (Altschul et al., 1990), el cual proporciona los porcentajes de
identidad y similitud de las enzimas putativas de mango con las de otros organismos.
Los alineamientos multiples se realizaron mediante el algoritmo ClustalW (Larkin et al.,
2007) y el servidor BoxShade (https://embnet.vital-it.ch/software/BOX form.html)
utilizando las cinco secuencias aminoacidicas con el mayor puntaje de similitud
asignado por la base de datos del NCBI, y las correspondientes de la planta modelo de

estudio, Arabidopsis thaliana.

Tabla 1. Iniciadores para amplificar fragmentos de los genes MiGME, MiGGPI,
MiGGP2 y MiDHAR en las reacciones de qPCR.

Gen Iniciadores Tm GC%
5°-3
MiGME FW GAGCTTGAGAGGGAACTTTAC 60 47.6
REV TTCAACCGACGAGCAATG 60 50
MiGGPI FW CAGAATCAACCACCCTGAAG 60.3 50
REV GATGGCACCATTAGGTACAG 59.9 50
MiGGP2 FW GAAAAGGAGAATAGCGAGCC 60.4 50
REV CACAGGCAGTGACATCATAG 60.4 50
MiMDHAR FW GGGTGACACAGTGCTATTT 60 47.4
REV CCAACAACCTTCCCATCTT 60 47.4
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5.4 Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN, se utiliz6 la pulpa de mango, la cual fue congelada en
nitrogeno liquido y almacenada a -20 °C hasta ser utilizada. La extraccion de RNA total
se llevo a cabo de acuerdo con la técnica descrita por Lopez-Gomez y Gomez-Lim
(1992), con ciertas modificaciones. Se pulverizaron 0.5 g de tejido de pulpa de mango
utilizando nitrégeno liquido. A continuacion, la muestra se mezclé en un vortex con 1
mL buffer de lisis (SDS al 2%, mercaptoetanol al 1%, 50 mM EDTA y 150 mM Tris
base a pH 7.5 con 1 M de acido borico). EI ARN se dejo precipitar con 3 M cloruro de
litio (concentracion final) durante toda la noche. Se procedid a centrifugar la muestra a
20,000 g por 10 minutos. El pellet fue lavado con etanol al 75% dos veces y se
resuspendié en agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.1%. Finalmente, se evalud la
integridad del ARN obtenido por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% en
condiciones desnaturalizantes y se cuantificd a 260 nm utilizando un espectrofotdmetro

Nano-Drop ND-1000 (Thermo Scientific).

5.5 Purificacion del ARN y Sintesis de cDNA

Se sometié el ARN extraido a un tratamiento previo con la enzima DNAsa I libre de
RNAsa (Roche) para eliminar cualquier residuo de DNA gendmico que se encontrara en
la muestra. Se sintetizo el cDNA a partir de 5 microgramos de RNA total utilizando la
transcriptasa reversa del juego de reactivos comercial SuperScript III RT (Invitrogen) de

acuerdo con las instrucciones del protocolo del producto.
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5.6 Evaluacion de la Expresion de los Genes

La expresion de los genes MiGME, MiGGP1, MiGGP2 y MiMDHAR se evalu6é por PCR
cuantitativa (qPCR), usando iniciadores especificos para cada uno de los genes
evaluados. Las reacciones de amplificacion se hicieron por triplicado de cada una de las
3 réplicas biologicas utilizando el sistema iTaq Universal SYBRGreen supermix (Bio-
Rad), en un equipo termociclador StepOne Real-time PCR System (Applied
Biosystems). La expresion de los genes de estudio se compard contra el gen
normalizador que codifica para la gliceraldehido 6-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y
como calibrador se utilizaron los resultados del dia 9. Los niveles de expresion se

calcularon utilizando el método de analisis de 2724

propuesto por Livak y Schmittgen
(2001). La expresion relativa de los genes de interés a lo largo de la maduracion, se

calcul6 de la siguiente manera:

Expresion Relativa = 2724¢t (3)

AACt = (Ct gen interés — Ct GAPDH)piq 0,125 — (Ct gen interés — Ct GAPDH)pi, 9 (4)

Para determinar el efecto del tratamiento hidrotérmico cuarentenario en los niveles de
expresion de los genes evaluados, se realizé de acuerdo a lo propuesto por Schmittgen y

Livak (2008) y se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

Cambio en la expresion relativa = 2724¢t (5)

AACt = (Ct gen interés — Ct GAPDH) yatamiento — (Ct gen interés — CtGAPDH) resigo(6)

27AACt regulta ser <1, lo cual

Si el primer ACt es mayor que el segundo ACt, el valor de
indica que hubo una reduccion en los niveles de expresion del gen por efecto del
tratamiento hidrotérmico cuarentenario aplicado. Para evaluar el nivel de reduccion en la

expresion se obtiene el inverso negativo del 2744¢¢,
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5.7 Determinacion del Contenido de Acido L-Ascorbico

Para determinar el contenido de acido L-ascorbico, se utilizd el método descrito por
Donner y Hicks (1981) con ciertas modificaciones. Se extrajo el acido L-ascorbico a
partir de 10 gramos de la muestra utilizando una solucién extractora de 0.375 mol/L
acido metafosforico (HPOs3) disuelto en una solucion al 8% de 4cido acético glacial. Se
utiliz6 una columna analitica NH2 de 25 cm por 4.6 mm de didmetro interno, con un
tamano de particula de 5 um y un inyector de lazo de muestreo de 10 pL. La fase mévil
consistié en una solucion de 0.0125 mol/L de fosfato de sodio monobasico (KH,PO,),
disuelto en una solucion al 75% de acetonitrilo. El dcido L-ascorbico se detectd por luz
UV-visible a una longitud de onda de 268 nm. Se utiliz6 un estandar de ascorbato de

sodio. El contenido de acido L-ascorbico se expres6 en mg/100 g de peso fresco.

5.8 Analisis Estadistico

Se realizé un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 2x5. En donde los
factores son el tiempo de almacenamiento a 20°C (dias) y el tratamiento (testigo y
sometido a THC). En cada estado de madurez y tratamiento se obtuvieron tres réplicas
biologicas, en las que se evalud el contenido de acido L-ascorbico y los pardmetros
fisicos (firmeza, color externo e interno). Se realizé un ANOVA de una sola via para la
variable de expresion relativa de cada uno de los genes de interés, de manera separada,
en funcion del tiempo de almacenamiento y durante el THC. Cada uno de los valores

evaluados se expresan como media + error estandar (EE).
En los casos donde hubo un efecto significativo del tratamiento, se realizd una

comparacion de medias por el método de Tukey-Krammer con un nivel de significancia

del 95%. Los datos se analizaron en el paquete estadistico NCSS 2011.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parametros Fisicos de Madurez en mango cv. Ataulfo

6.1.1 Firmeza del Mango cv. Ataulfo

En la Figura 2 se observan los cambios de firmeza de los frutos durante el
almacenamiento a 20°C, conforme los frutos maduraron. La firmeza de los frutos se
mantuvo sin cambios significativos (p>0.05) durante los primeros dos dias a 20°C. Sin
embargo, a partir del dia 5, los valores disminuyeron significativamente (p<0.05) tanto
en los frutos testigo como en los sometidos a tratamiento hidrotérmico, observando una
disminucién de aproximadamente un 78% en la firmeza inicial de los frutos, hasta
alcanzar un valor de 9.1 N y 8.0 N en el dia 9 en los frutos testigo y tratados
hidrotérmicamente, respectivamente. No se observd un efecto significativo del THC

(p>0.05) en la firmeza de los frutos de mango cv. Ataulfo.

Los frutos sufren un gran nimero de cambios bioquimicos, fisiologicos y morfologicos
durante su maduracion, entre los cuales se incluyen la producciéon de pigmentos, de
compuestos volatiles y la degradacion de la pared celular, resultando en un
ablandamiento de estos. Los cambios en la firmeza y la composicion de la pared celular
de los frutos se deben a la accion de las enzimas que degradan los componentes de la
pared celular. Algunas de esas enzimas son las poligalacturonasas, las pectinmetil
esterasas, pectato liasas, entre otras, las cuales rompen los enlaces de la matriz de
polisacaridos que componen la pared celular (Payasi et al., 2009). Los resultados del
efecto del THC en la firmeza de mango cv. Ataulfo de este estudio son similares con lo
observado por Luna-Esquivel (2006) quien mostr6 un efecto significativo en la firmeza
de los frutos de mango cv. Ataulfo sometidos al THC de 46.1°C por 75 minutos. De la

misma manera, Dautt-Castro y colaboradores (2018) reportaron valores similares de

35



firmeza y una disminucion de este pardmetro de los mangos cv. Ataulfo debido al THC

(46.1°C) entre los dias 1 y 4 de almacenamiento a 20°C.

1751
150
125
100

~ Testigo
= THC

Firmeza (N)

Dias a 20°C

Figura 2. Cambios en la firmeza (N) de los frutos de mango cv. Ataulfo durante el
almacenamiento a 20°C (media£EE). Diferentes literales indican diferencias estadisticas
(p<0.05) entre las medias de cada dia de maduracién en postcosecha.

6.1.2 Color Externo del Mango cv. Ataulfo

El color de los frutos esta dado por el tipo de pigmentos que se encuentran en la cascara
y el mesocarpio de estos. Cuando el fruto se encuentra inmaduro, €ste presenta en su
cascara un color verde caracteristico debido a la clorofila, al madurar, el fruto cambia de
color verde a los colores caracteristicos que, en el caso particular del mango cv. Ataulfo,
es amarillo. Este cambio a color amarillo estd dado por la sintesis de carotenoides y la

degradacion de la clorofila a lo largo de la maduracion (Kuai et al., 2017).
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En la figura 3, se aprecian los atributos de color (dngulo de tono, luminosidad y croma o
saturacion de color) evaluados durante la maduracién del mango a 20°C. El angulo de
tono indica los cambios de matiz, valores de angulo de tono de alrededor de 100° a 180°
indican un matiz verde. Al inicio del estudio, los frutos de ambos tratamientos
presentaron valores de angulo de tono de aproximadamente 100°, lo cual indica un tono
del color de verde amarillento (figura 3A). Los valores de angulo de tono de los frutos
testigo y los del THC se mantuvieron sin cambios significativos (p>0.05) durante los
primeros dos dias de almacenamiento a 20°C. En cambio, a partir del dia 5 los frutos
sometidos al THC mostraron una disminucion significativa en comparacion con los dos
primeros dias y valores significativamente menores que los frutos testigo (p<0.05). Estos
resultados indican que el THC adelanté el cambio de color externo de los frutos. Al
finalizar el periodo de almacenamiento los valores de angulo de tono fueron de 73.4° y
71.9° para frutos testigo y THC, respectivamente; estos valores se ubican en la region de

tonos amarillos de la esfera de color (Konica Minolta, 2007)

De manera similar o contrario a este estudio Luna-Esquivel y colaboradores (2006),
encontraron un comportamiento similar en el angulo de tono durante la maduracion de
mangos cv. Ataulfo con valores de 111° en el dia 1 y de 81° en el dia 9 en frutos testigo
y de 100 a 74 ° en frutos con THC, sin embargo, no se observo un efecto del THC.
Dautt-Castro y colaboradores (2018) reportaron valores desde 92 a 80 ° en frutos testigo
y 88 ° (dia 1) hasta 72 ° (dia 10) en frutos con THC, en contraste con lo reportado por
Luna-Esquivel y colaboradores (2006), el THC afectdé el angulo de tono del color

externo de los frutos.

Los valores de luminosidad (L*) indican que tan claro u oscuro es el color. Durante el
almacenamiento, en ambos tratamientos se presentd un incremento en L* en los frutos.
No se observaron diferencias significativas (p>0.5) en la luminosidad entre los frutos
testigo y THC durante los primeros 2 dias a 20°C. Sin embargo, se observo que el THC
adelant6 el incremento en los valores de éste atributo. Lo anterior sugiere o muestra que

el color de los frutos se fue aclarando ligeramente a lo largo de la maduracion.
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Por otro lado, se puede apreciar que los valores de croma incrementaron durante el
almacenamiento de los frutos a 20°C (figura 3C). Los mangos presentaron valores de
croma de 38.1 y 47.0 al inicio del estudio (dia 0), en los frutos los cuales se
incrementaron hasta alcanzar valores de 57.6 y 58.6 en el dia 9 en los frutos testigo y
THC, respectivamente. En general, el promedio de los valores de croma de los frutos
testigo fueron menores (44.0) en comparacion con los frutos sometidos al THC (48.9).
Lo anterior, indica que la saturacién o viveza del color se fue intensificando durante el
almacenamiento de los frutos y que color de los frutos sometidos al THC fue mas

intenso.

Se ha observado que, en respuesta al estrés por calor, la degradacion de la clorofila se ve
mas acentuada debido al desmantelamiento de la maquinaria fotosintética (Wang et al.,
2018; Allakhverdiev et al., 2008) y en Arabidopsis, se observé un aumento de la
actividad de la enzima clorofilasa) al someter la planta a 38°C por 24 horas (Todorov et
al., 2003).Lo que puede explicar el adelanto del cambio de coloracion verde a amarillo

en el dia 5 en los frutos sometidos al THC.
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Figura 3. Color externo (A) angulo de tono, B) luminosidad y C) croma) de los frutos de mango
cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C (media+EE). Diferentes literales indican
diferencias estadisticas (p<0.05) entre las medias de cada dia de maduracién en postcosecha. Se
realizo una prueba de ¢ de Student para muestras independientes entre los frutos testigo y tratado
en cada dia, las diferencias estadisticas (p<0.05) se indican con un asterisco.
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6.1.3 Color Interno del Mango cv. Ataulfo

El comportamiento del color interno de los frutos a lo largo de su maduraciéon en
postcosecha se muestra en la Figura 4. Al inicio del estudio, ambos tratamientos
presentaron valores de angulo de tono de 78 ©y 77 © en los frutos testigo y los frutos
sometidos al THC, respectivamente (figura 4A), los cuales se ubican en el cuadrante del
color amarillo de la esfera de color (Konica Minolta, 2007). El dngulo de tono de la
pulpa de los frutos en ambos tratamientos se mantuvo sin cambios significativos durante
los primeros 5 dias de almacenamiento a 20°C y disminuy¢ significativamente (p<0.05)
en el dia 9 a valores de 68° y 67 °, que se ubican en el area del color anaranjado. Lo
anterior indica que existio un cambio de color del amarillo a un color anaranjado durante
la maduracion en la pulpa del fruto. No se observo un efecto significativo (p>0.05) del
THC en el angulo de tono de los frutos. En contraste, Dautt-Castro y colaboradores
(2018) reportaron que el THC afect6 el angulo de tono del color interno de los frutos,
con valores similares de 88 °a 72 ° en los dias 1 y 10, respectivamente, en frutos testigo

y 78 ° 68 ° en frutos.
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Figura 4. Color interno (A), d&ngulo de tono, B) luminosidad y C) croma) de los frutos de mango
cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C (mediazEE). Diferentes literales indican
diferencias estadisticas (p<0.05) entre las medias de cada dia de maduracioén en postcosecha. Se
realizo una prueba de ¢ de Student para muestras independientes entre los frutos testigo y tratado
en cada dia, las diferencias estadisticas (p<0.05) se indican con un asterisco.
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En cuanto a la luminosidad, la tendencia de este atributo del color fue a disminuir
durante el almacenamiento a 20°C (Figura 4B), indicando un oscurecimiento del color
de la pulpa durante este proceso. No se observo un efecto significativo del THC
(p>0.05) en la luminosidad del color de la pulpa de los frutos. Los valores de croma
(figura 4A) disminuyeron durante el almacenamiento a 20°C en frutos testigo; sin
embargo, en frutos sometidos al THC se observd un comportamiento variable durante la

maduracion.

Finalmente, en la figura 5, se presenta el color subjetivo tanto de cascara como de pulpa
de los frutos testigo y los sometidos al THC durante su maduracion. Se puede apreciar
que el dia O (inicio del estudio) tanto los frutos testigo como los frutos del THC
presentan un color amarillo claro en su pulpa, aun cuando la céscara todavia presentaba
un color verde claro y muestra de manera visual, la maduracion del fruto inicia desde el
centro del fruto y avanza hacia afuera. En el dia 2, el color verde claro en la céscara
seguia presente, en cambio a partir del dia 5 se observo un cambio de color a amarillo
claro, aunque no de manera uniforme, y finalmente en el dia 9 se observd que los frutos
presentaron un cambio completo al amarillo en la céscara, indicando un fruto maduro
para su consumo. El color amarillo inicial de la pulpa se intensificd y se observd un

cambio al color naranja en el dia 9.
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Figura 5. Apariencia visual del mango cv. Ataulfo durante su maduracion a 20°C. Los frutos
testigo se encuentran al lado izquierdo. Los frutos con el tratamiento hidrotérmico cuarentenario
(THC) se muestran al lado derecho.
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6.1.4 Contenido de Acido L-Ascérbico en Mango cv. Ataulfo

El contenido de 4cido L-ascorbico en el mesocarpio de mango cv. Ataulfo de este
estudio se presenta en la figura 6 donde se observa que el contenido de este antioxidante
se mantuvo constante durante el almacenamiento a 20°C de los mangos testigos y
sometidos al THC, observando hasta un maximo en frutos almacenados por 1 dia de
ambos tratamientos, los cuales que fueron significativamente mayores (200.75 mg y
175.71 mg/100 g de peso fresco, para frutos testigo y tratados, respectivamente). Ortega
y colaboradores (2013) obtuvieron valores de acido L-ascorbico desde 134.98 mg/100 g
de peso fresco hasta 149.14 mg/100 g de peso fresco, observando un patrén similar al
reportado en este trabajo en mango cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 25°C por 16

dias.

El THC disminuy0 significativamente (p<0.05) el contenido de &cido L-ascorbico de los
frutos. Los valores promedio del acido L-ascorbico fueron 156.01 y 137.72 mg/100 g de
peso fresco en frutos testigo y sometidos a THC, respectivamente. Lo anterior representa
una disminucion del 12% en el contenido de este antioxidante. El dcido L-ascorbico es
susceptible a la oxidacion como resultado del efecto de factores como la temperatura,
por lo que se pueden presentar pérdidas de este antioxidante durante el manejo

postcosecha de los frutos (Lee y Kader, 2000).
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Figura 6. Contenido de 4cido L-ascorbico (mg/100 g de peso fresco) de los frutos de mango cv.
Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C. Diferentes literales indican diferencias estadisticas
(p=<0.05) entre las medias de cada dia de maduracion en postcosecha. Se realiz6 una prueba de ¢
de Student para muestras independientes entre los frutos testigo y tratado en cada dia, las
diferencias estadisticas (p<0.05) se indican con un asterisco.

El mango Ataulfo es uno de los cultivares comerciales con mayor contenido de acido L-
ascorbico. Se ha reportado con anterioridad que el contenido de acido L-ascorbico del
mango cv. Ataulfo es de 158.5 mg/100 g de peso fresco (Robles-Sanchez et al., 2009).
En este trabajo se obtuvieron valores similares con un promedio de 146.86+33.42
mg/100 g de peso fresco y se consideran altos al compararse con lo reportado para
mangos de otros cultivares. En el trabajo realizado por Manthey y colaboradores (2009),
el mango cv. Ataulfo present6 valores de 125.4+6.4 mg/100 g; mientras que los mangos
cv. Keitt, Kent, Tommy-Atkins y Haden, presentaron en promedio 24.7+7.9, 25.6+4.9,
19.3+4.8 y 31.0+5.2 mg/100 gramos de peso fresco, respectivamente. Adicionalmente,
se ha reportado un contenido de acido L-ascorbico de 77.7 mg/100 g de peso fresco en

mango del cultivar Uba (Rocha-Ribeiro, 2007).
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El estrés por temperatura provoca los cambios a nivel molecular que incluyen la
acumulacion tanto de proteinas de defensa y enzima antioxidantes como también
recientemente se ha observado, especialmente la estimulacion de enzimas de reciclaje
del 4cido L-ascorbico (Lurie y Pedreschi, 2014, Huan et al., 2017; Wang et al., 2014).
Por lo que el THC puede influenciar la expresion de genes de biosintesis y reciclaje de

acido L-ascorbico y el contenido de este compuesto.
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6.2 Analisis de Genes de Biosintesis y Reciclaje de Acido L-Ascorbico

6.2.1 Analisis de las Secuencias Aminoacidicas de los Genes MiGME, MiGGPI,
MiGGP2 y MiMDHAR citosdlica

Los transcritos de los genes MiGME, MiGGPI, MiGG2 y MiMDHAR citos6lica que
codifican para las enzimas GDP-manosa 3,5 epimerasa y GDP-galactosa fosforilasa de
la ruta de D-manosa/L-galactosa fueron obtenidos en el transcriptoma (acceso en NCBI:
PRINA286253) del mango cv. Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2018). Los resultados de
nuestro estudio mostraron que el cDNA de MiGME es de 1889 pares de bases (pb) y la
region codificante de 1131 pb que genera una proteina de 376 aminodcidos. Es
importante mencionar que se encontraron dos transcritos que codifican para la enzima
GDP-galactosa fosforilasa en el transcriptoma del mango cv. Ataulfo. Para GGP, el
tamafio de su cDNA es de 1958 y 2290 pb para MiGGPI1 y MiGGP2, respectivamente.
La region codificante de MiGGPI es de 1113 y la de MiGGP2 es de 1350 pb que genera

una proteina de 370 y 446 aminodacidos, respectivamente.

En Arabidopsis thaliana, también se han encontrado dos genes que codifican para esta
enzima, las cuales se denominaron Vic2 y Vtc5 (Dowdle et al., 2007) y son necesarias
para la sintesis de dcido L-ascorbico en la planta modelo. La proteina GGP2
(c19672 g1 il) de mango es 77% idéntica a la codificada por V7C2, mientras que la
GGP1 (c8973 gl i2) es 32% idéntica a la proteina codificada por VTC2 y VIC5 de
Arabidopsis.

Por otra parte, se identifico la secuencia del transcrito para la monodehidroascorbato
reductasa (MDHAR) citosolica, perteneciente a la ruta de reciclaje del acido L-
ascorbico, junto con otros 3 transcritos que codifican para esta enzima (datos no
reportados). El cDNA de MiMDHAR es de 1750 pb y la region codificante es de 1305 pb

que se traduce a una proteina de 434 aminoacidos.
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Los cuatro transcritos evaluados en este trabajo se compararon al genoma de mango cv.
Tommy Atkins (Dr. David Kuhn, comunicaciéon personal) corroborando que se
encuentran codificados en el genoma del mango. De cada una de las secuencias, se
identificaron las regiones no traducidas 5’UTR y 3’UTR y la regién codificante. El gen
GME (Manin02g006480.1) fue 88% idéntico con el transcrito MiGME (c13795 gl il),
contiene 6 exones y se encontrd en el cromosoma 2. El gen de GGP/ se identificod como
Manin18g010880.1 el cual fue 100% idéntico a MiGGP1 (c8973 gl i2), contiene 7
exones y esta localizado en el cromosoma 18. El gen de GGP2 (Manin19g015510.1) fue
99% idéntico a MiGGP2 (c19672 gl il), contiene 7 exones y estd localizado en el
cromosoma 19. Finalmente, el gen de MiMDHAR (Manin19g00500.1) es 99% idéntico
al transcrito MiMDHAR (c19463 gl il), contiene 10 exones y fue localizado en el

cromosoma 19.

Para el andlisis comparativo se utilizaron las secuencias aminoacidicas deducidas de
cada uno de los transcritos, por medio del algoritmo BLASTp (NCBI). Los resultados
muestran que las enzimas de sintesis de acido L-ascorbico tienen relativamente una alta
identidad con proteinas encontradas en otros frutos como naranja (Citrus sinensis),
cacao (Theobroma cacao) y duridn (Durio zibethinus). Por otro lado, la MDHAR mostrd
una alta identidad a una proteina perteneciente a la familia de las monodehidroascorbato

reducatasas del dlamo Populus trichocarpa (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacién de los transcritos de genes de sintesis y reciclaje del acido L-
ascérbico de mango cv. Ataulfo. Secuencias aminoacidicas con el mayor porcentaje de
identidad encontrados en la base de datos del NCBI por medio del algoritmo BLASTp.
Los transcritos del mango cv. Ataulfo fueron anotados de acuerdo con el resultado y se

presenta la longitud en aminoécidos (aa) de cada uno de ellos.

Enzima Clave en el Similitud Identidad
transcriptoma (%)

MiGME cl3795 gl il GDP-manosa 3,5-epimerasa 2 [Durio 98
(376 aa) zibethinus] (376 aa)
MiGGPI c8973 gl i2 GDP-L-galactosa fosforilasa 1 [Citrus 60
(370 aa) sinensis] (358 aa)
MiGGP2 c19672 g1 i1  GDP-L-galactosa fosforilasa 2 [Theobroma 82
(446 aa) cacao] (446 aa)

MiMDHAR  ¢c19463 gl i1  Monodehidroascorbato reductasa [Populus 89
(434 aa) trichocarpa) (434 aa)

En la secuencia aminoacidica de MiGME (Figura 7), se encontrd un motivo particular
para esta proteina: GAGGFIA y el par acido/base (C145 y K217) necesario para realizar
la epimerizacion (Major et al., 2005). Este motivo es una modificacion del motivo
GXXGXXG de enzimas pertenecientes a la familia extendida de las
dehidratasas/reductasas de cadena corta (en inglés, extended short-chain
dehydratase/reductase family, o SDR), el cual hace posible la unién del cofactor de

NAD(P)H/NAD(P)" a la proteina (Persson et al., 2003).
El alineamiento multiple de MiGGP1 se muestra en la figura 8, en esta enzima no se

encontrd un motivo especifico al realizar el analisis BLAST. Sin embargo, MiGGP1

comparte la misma funcion putativa que MiGGP2.
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En el caso de MiGGP2 (Figura 9), se encontr6 el motivo HIT (triada de Histidinas), el
cual se encuentra en proteinas tipo HIT (HxHxHxx, “x” indicando un residuo
hidrofobico). Las proteinas que contienen este motivo tienen la capacidad de actuar
sobre el a-fosfato de los ribonucleotidos como el guanosil difosfato (GDP) (Brenner,
2002). Sin embargo, en las GGP el motivo es ligeramente distinto (HLHFQAY),
cambiando la tercera histidina por una glutamina. Eso clasifica a las GGPs en una

enzima de la superfamilia HIT, cuya funcién fue caracterizada por Linster y

colaboradores en el 2007 y probada experimentalmente (Linster et al., 2008).

El estudio estructural de la MDHAR de O. sativa realizado por Park y colaboradores en
el 2016, reveld los residuos necesarios para la funcion de esta proteina. En la Figura 10
se muestra el alineamiento de MDHAR pertenecientes a distintas especies vegetales,
resaltando cada uno de estos residuos. Estos residuos son la R320 (ligacion al sustrato) y
Y349 (transferencia de electrones de NAD(P)H por medio de FAD), los cuales se
resaltan en rojo. Las MDHAR también presentan un bucle Ginico que permite formar el
bolsillo del sitio catalitico (marcado con azul). Sin embargo, este bucle tnico no se

encontrd en la secuencia de MDHAR de A4. thaliana.
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C. papaya

D. zibethinus
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A. thaliana : N CLKVTIMGVDHVENLAADMGGMGE TQS|
M. indica IRRENH SV IMYNNTMISEN] SMKRIIEFYASSACIYPEFKQL SLKESDAWPAEPQDAYGLEKLATEELCKHYNK]
C. papaya IRRERNH SV IMYNNTMISEN! KRBFYASSACIYPEFKOQL) SLKESDAWPAEPQDAYGLEKLATEELCKHYJRKI
D. zibethinus IRRENH SV IMYNNTMISEN] KRBEYASSACIYPEFKQIL) SLKESDAWPAEPQDAYGLEKLATEELCKHYRKI
T. cacao 161 KRBEFYASSACIYPEFKQL) SLKESDAWPAEPQDAYGLEKLATEELCKHYJ§

R. communis 111 KRIBEYASSACIYPEFKOQIL) SLKESDAWPAEPQDAYGLEKLATEELCKHY K]
G. hirsutum 111 SMKRIAFYASSACIYPEFKQL

A. thaliana 111

M. indica 190

C. papaya Il DG TECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR!

D. zibethinus Il D G TECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR

T. cacao PNV FGTECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR! ) GDGEQTRSFTFIDECVEGVLRLTKSDFREPVNIG
R. communis Il D G TECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR OTRSFTFIDECVEGVLRLTKSDFREPVNIG
G. hirsutum IEINDFGIECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR! S 'E sDGEOTRSFTEFIDECVEGVLRLTKSDEFREPVNIG
A. thaliana I DG TECRIGRFHNIYGPFGTWKGGREKAPAAFCR! ) GDGEOTRSFTFIDECVEGVLRLTKSDFREPVNIG
M. indica 270 KLPIBHIPGPEGVRGRNSDNWL IKEKLGWAPWMBLKBGLRI TYFWIK OIEKE

C. papaya 270 KLPIQHIPGPEGVRGRNSDNTLIKEKLGWAPT‘ LK

D. zibethinus ANV S DEMV SMNEMAE KLPIBIHTPGPEGVRGRNSDNILTKEKLGWAPSMRLKBGLRITYFWIKEOIEKE

T. cacao EVAVN S DMV SMNEMAE KLPIHHIPGPEGVRGRNSDNTLIKEKLGWAPT‘ LKBGLRITYFWIKEBOIEKE

R. communis PNV S DEMV SMNEMAE KLPTEIHTPGPEGVRGRNSDNINL TKEKLGWAPIMRLKBGLRITYFWIKEOTEKEKSEGYD

G. hirsutum PN S DMV SMNEMAE] KLPIBIHTIPGPEGVRGRNSDN LlKEKLGWAPT‘ LKBGLRITYFWIKEOTEKEKIR

A. thaliana PR S DEMV SMNEMAE, (KLP IisiH I PGPEGVRGRNSDNIL IKEKLGWAPNMRLKEGLRITYFWIKEOIEKE

M. indica 350 YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

C. papaya 350 YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

D. zibethinus 350 'YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

T. cacao 400 YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

R. communis 350 'YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE

G. hirsutum 350 YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

A. thaliana 351 'YGSSKVVGTQAPVQLGSLRAADGKE]

Figura 7. Alineamiento multiple de la secuencias aminoacidicas de GME con la secuencia
deducida de MiGME (M. indica) obtenida a partir del transcriptoma del mango cv. Ataulfo
(PRINA286253). El alineamiento se realizd contra las cinco secuencias aminoacidicas con
mayor similitud encontradas del analisis comparativo en la base de datos del NCBI: Carica
papaya (XP_021891285.1), Durio zibethinus (XP_022747242.1), Theobroma cacao
(EOY11078.1), Ricinus communis (XP_002531297.1), Gossypium hirsutum (XP_016680270.1)
y Arabidopsis thaliana (AED93844.1). En azul se indica el motivo GAGGFIA, en rojo el par
acido/base necesario para la epimerizacion que realizan estas proteinas en negro se indican los
residuos idénticos y en gris los residuos con la misma naturaleza quimica.
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C. sinensis 136 LI|MSAA/P--NDSI/IINAN) |IS4EYE  J¥CCGSNRIBY --PBARSFENIV| —-—-DCSSPGASHVYlR
C. clementina 136 LI|HSAANP--NDSII I TNANY 108qeiEY - JECGSNRIBRY ——PIBARSFEN TV —--DCSSPGASHVYR
M. indica 148 FI)&LAANP--NGATII L. Ty 1opqeEY i Y GPSRIBY ——TIBSTYLENMML, —--DCSSAGASHMY|R
M. esculenta 151 LIJSAANP--NGATI IVINVNiZ 19qEEY ' - IHGEDRIBY OVV] RYLENVV] ——-NWP--RHSHLYQ
H. brasiliensis 151 LI)gSAANP--NDATI [VINVNg I3qE:EVE| J¥HGEDSIEYRFLIBARFLE VA ——-NCP--GHSSLHI
Q. suber 152 LVI¥SAANP--DGAV ' TIINE T 1904esy 1 JECGSDSIRAQVLIRTKSLEN VA ——-DCPTAGTSHRYj3
A. thaliana 160 FEJECMPIDPENSPSAUATINVS)Y 100qeisAy T JERVIL.DCIMPORIINHKSLL AV SLGAFATINHLHG
C. sinensis 210 Q:CMFPDHL)E AMTMETDTFFSDGQORE 'YMST " ID & IMYE Y TYNNRITUMEARS HTICS SIEREKNIS Y| R
C. clementina 210 QACMEPDHL|Y/INLMIHXTDTFESDGQORE T YIMSTIF TD IARE Y THNNRI TUMEaARSETCS SIFREKNHMS Y| R
M. indica 222 QECMEPNHLIY I¥HT)VDTFESDEQGE ' CMGT)/TD i IMROHDCN-VKINVIEARSETCS YIRWEKNIP H K
M. esculenta 225 QACMEPDLLIZ ARHMIZVDILEFDAGOKE 'OMST| /I D4 IM3E SNCN-IRMUVE TS HTTRYIRLDKEMP Y] K
H. brasiliensis 225 Q:CMFPDLLiY I¥H DILFDAGQGE ' HIET\/ID 5 IMYE SNWN-FKINViEVIEASTCSCIRLDKDIOY] K
0. suber 228 EACMEPSPLIINLTIHVDTFFHEGRR@VRISANTD 7]y IAAF SKKK-FKRUVIEVIEV S TCCOIMOEKNIP Y| K
A. thaliana 240 QAYMLAMPEIY INKARTKKITTTVS (€ /KIMSENLS 4 IMAEGGSS-MOEESIETSECCVCIRONNNIPE Q
C. sinensis 290 K-—————————— SAISG--NLL Y22DQV QVIYKOLCCSIASK
C. clementina 290 K———————————= SAISG--NLL Y133 DOV G QzEKQLCCSIAS
M. indica 301 K-—————— === PTASV--NLS YIHaNOV| D EAMKOLCGSSIAG
M. esculenta 304 V|HRFL@A-——————————— QTLSSSCNLS SROE FINNAY 3 ?aKQFCCTMASK
H. brasiliensis 304 FIMRFL@A--—————————— QTLSTSCNLS SIHQIHIDEV

0. suber 307 I O ——— ONMANSGTLS SIHSIHADOA

A. thaliana 318 CYAEKQALGEVSPEVLETQVNPA EPMEGA! KENYTALAFEAIGC
C. sinensis 356 LAV————— ===

C. clementina 356 LAV———— e e

M. indica 367 KLAL-————————————— -

M. esculenta 372 IVF—————mmmm oo

H. br liensis 372 IAT————————————— =

0. suber 375 FAA-————— - —

A. thaliana 398 SNQEEDLEGTIVHQONSSGNVNQKSNRTHGGPITNGTAAECLVLQ

Figura 8. Alineamiento multiple de la secuencias aminoacidicas de GGP1 con la secuencia
deducida de MiGGPI (M. indica) obtenida a partir del transcriptoma del mango cv. Ataulfo
(PRINA286253). El alineamiento se realizdé contra cinco secuencias aminoacidicas con mayor
similitud encontradas del analisis comparativo en la base de datos del NCBI : Citrus sinensis
(XP_006468321.1), Citrus clementina (XP_006448886.1), Manihot esculenta
(XP_021592431.1), Hevea brasiliensis (XP_021657801.1), Quercus suber (XP_023894161.1) y
Arabidopsis thaliana (AEE85260.1). En negro se indican los residuos idénticos y en gris los
residuos con la misma naturaleza quimica.

52



H. brasiliensis 1 MSESL EIZGARRSGlelo€ NKIVSEKEVLGN

M. esculenta 1 MSDNL EIZGARRSE[¢lol€ NKIVCEKEVRGO

T. cacao 1 -——-M E 5 TNTQSEKGVRGN

D. zibethinus 1 --—-M NNIESEKDVLGI

M. indica 1 ————- SKTETAKVVLEK|

A. chinensis 1 - NEVVGEKGVLAL

A. thaliana 1 -———-M'I# DKSVG—=——-——

H. brasiliensis 8 IQRGLFRYDVTACETKVIPG e
M. esculenta GEWEDRMORGLFRYDVTACETKVIPG JIRE
T. cacao )
D. zibethinus IRE
M. indica E
A. chinensis E
A. thaliana IFK
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A. thaliana 146 TNDD|gS S INSPSVVAINVSPIEYGHVLLIPSWL, FRLGYNSI
H. brasiliensis 238 CLNFNEINEIRIACLNGEW: T YE IN|
M. esculenta PG AFATINHLHFQAYY LA T YE IN|
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M. indica ZEENGAFATINHLHFQAY Y LA T SE| IN|
A. chinensis PEENGCAFATINHLHFQAYYLA T SE| IN|
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H. brasiliensis 318 FLLPQCYAEKQALGEVSISdL.LDTQVNPAVWERSG AIRIQF IV K
M. culenta 318 FLLPOQCYAEKQALGEVSSNL.LDTQVNPAVWE) AIRE YN
T. cacao 314 FLLPQCYAEKQALGEVS|S3LLDTQVNPAVWE; EINARIAYN
D. zibethinus 314 FLLPOCYAEKQALGEVSIBNLLDTQVNPAVWE)| [N
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A. chinensis 313 FLLPOQCYAEKQALGEVSEIL.LDTQVNPAVWE)| K
A. thaliana 306 FLLPOQCYAEKQALGEVSEENLLDTQVNPAVWE] [N
H. brasiliensis 398 A SCRDKGSENDAQDLLEDANANNSL-EEVDAIN-KGSHCAMVSGNQECLVRQ

M. esculenta 398 A SCSN-GTENDGODLLEDPNDNKSL-EEVDAATINKGSHCAMVSGTHECLVQQ

T. cacao 394 Al ATGETIAETLLDE--PDTKTQS---LEIENAITKSSHRPMVAGTHECLVLQ

D. zibethinus 394 A SGEDGIENVPELEEPDTRSQS—---LEKENDITKSSHQOAMVSGTQECLVLO

M. indica 393 Al SCGDIVNGNVAENLLEAGVKSQAL-EEVNNAVNPSSCCTFVPGTQECL—-—-—

A. chinensis 393 A SCADDGSGSTAENLLEEPDDNPQSREEANDALNKGSHCGMVPGKQECLVQH

A. thaliana 386 T GEFSSHEEEEEEELEEQNSMNGGSFTIVHCPSVKEEAVSN-———————————

Figura 9. Alineamiento multiple de la secuencias aminoacidicas de GGP2 con la secuencia
deducida de MiGGP2 (M. indica) obtenida a partir del transcriptoma del mango cv. Ataulfo
(PRINA286253). El alineamiento se realizdé contra cinco secuencias aminoacidicas con mayor
similitud encontradas del analisis comparativo en la base de datos del NCBI : Hevea brasiliensis
(XP_021687565.1),  Manihot  esculenta (XP_021607113.1), Theobroma cacao
(XP_007020730.1), Durio zibethinus (XP_022716861.1), Actinida chinesis var. chinesis
(PSR85311.1) y Arabidopsis thaliana (AED96583.1). En azul se indica el motivo HIT, en negro
se indican los residuos idénticos y en gris los residuos con la misma naturaleza quimica.
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Figura 10. Alineamiento multiple de la secuencias aminoacidicas de MDHAR con la secuencia
deducida de MiMDHAR (M. indica) obtenida a partir del transcriptoma del mango cv. Ataulfo
(PRINA286253). El alineamiento se realizdé contra cinco secuencias aminoacidicas con mayor
similitud encontradas del analisis comparativo en la base de datos del NCBI : Citrus sinensis
(XP_006481820.1),  Citrus  clementina  (XP_006430261.1),  Populus  trichocarpa
(XP_006381300.1), Populus alba X Populus glandulosa (AGV08302.1), Vitis vinifera
(XP_010653731.1) y Arabidopsis thaliana (AEE74838.1). En azul se indica el bucle nico de
MDHAR, en rojo los residuos R320 y Y349 en negro se indican los residuos idénticos y en gris
los residuos con la misma naturaleza quimica .
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6.3 Analisis de Expresion de Genes de MiGME, MiGGPI, MiGGP2 y MiMDHAR

6.3.1 Analisis del ARN Total de la Pulpa de Mango cv. Ataulfo

La figura 11 muestra el analisis de integridad del ARN total de la pulpa de mango
utilizada para la sintesis de cDNAs. Se observan las bandas correspondientes al ARN
ribosomal (28S y 18S) que corroboran que el ARN esta integro después del proceso de
extraccion. E1 ARN se incubo6 con la enzima DNasa I (Roche) para digerir el posible
DNA genémico contaminante, una vez purificado se utilizd para la sintesis de los
cDNAs (datos no mostrados) a emplearse en las reacciones de PCR cuantitativa

(qPCR).

28s ARNr

18s ARNr

Figura 11. Analisis electroforético de muestras de ARN total extraidas de los frutos de
mango cv. Ataulfo en gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes.

55



6.3.2 Expresion Relativa de Genes de Biosintesis de Acido L-Ascérbico: MiGME,
MiGGPI1 y MiGGP2 de Mango cv. Ataulfo Durante el Almacenamiento a 20°C

Los patrones de expresion de los genes de biosintesis (MiGME, MiGGPI, y
MiGGP2),fueron diferentes en los 3 genes evaluados. La acumulacion de estos
transcritos corrobora que la ruta de biosintesis de Smirnoff-Wheeler se encuentra activa
en el fruto del mango cv. Ataulfo. En chile (Capsicum annuum L.), se ha reportado que
la ruta principal de biosintesis de 4cido L-ascorbico también es la anteriomente
mencionada (Gomez-Garcia y Ochoa-Alejo, 2016). Por otro lado, se ha encontrado que
la ruta del D-galactouronato predomina en frutos senescentes de uva y fresa debido a
una acumulacion del transcrito que codifica para la enzima D-galactouronato reductasa

(Cruz-Rus et al., 2010; Cruz-Rus et al., 2011).

Los niveles de expresion del transcrito que codifica para la enzima GME se muestran en
la figura 12, los cudles presentaron niveles maximos en frutos almacenados por 9 dias a
20°C. Al comparar los niveles de expresion en frutos del dia O (justo después de
aplicado el tratamiento hidrotérmico) y del dia 1, se observd que MiGME aument6 3
veces; y en los frutos almacenados por 5y 9 dias, se observo un incremento en la
expresion de MiGME de 7 y 10 veces, respectivamente, con respecto al valor inicial. Es
decir que conforme avanzé la maduracion de mango durante el almacenamiento a 20°C
hubo un aumento en la expresion de este gen de biosintesis, lo cual sugiere que durante
la maduracion postcosecha es importante mantener los niveles de 4cido L-ascérbico en
el fruto. En contraste con lo reportado en este trabajo, Jiang y colaboradores (2018),
observaron que los niveles del transcrito de GME en kiwi (Actinidia eriantha Benth.) cv.
White se mantuvieron constantes durante 9 dias en almacenamiento a 20°C y

posteriormente disminuyeron.
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Figura 12. Expresion relativa de MiGME en pulpa de mango cv. Ataulfo durante el
almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los niveles de expresion del gen durante el almacenamiento.

Por otro lado, en la figura 13 se presenta la expresion relativa de MiGGPI. En este
trabajo, se identificaron dos transcritos que codifican para la proteina GGP y se
detectaron patrones de expresion diferentes para estos genes durante el almacenamiento
a 20°C. Los niveles de expresion de MiGGPI fueron significativamente menores
(p<0.05) en frutos almacenados por 0, 2 y 5 dias a 20°C; mientras que valores
significativamente mayores se encontraron en los frutos del dia 1 y dia 9; los niveles de
expresion de MiGGP1 fueron 6 y14 veces mas, respectivamente, que los encontrados en
frutos del dia 0. De manera similar que para MiGME, el gen MiGGPI tiene una

tendencia a acumularse en frutos almacenados por 9 dias a 20°C.
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Figura 13. Expresion relativa de MiGGPI en pulpa de mango cv. Ataulfo durante el
almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los niveles de expresion del gen durante el almacenamiento.

En la figura 14 se presenta la expresion relativa de MiGGP2puede observarse que los
mayores niveles de expresion se dieron en frutos del dia 0 y 1; mientras que los mas
bajos en el dia 2. Esté gen se expres6 el doble en frutos del dia 0 y 1, en comparacion
con frutos del dia 9. En general, los niveles de expresion de MiGGP2 fueron maés altos
que los de MiGGPI en los mangos almacenados a 20°C. En ciertas plantas, solamente
uno de los genes que codifican para la proteina GGP, se expresa de manera mayoritaria
durante la biosintesis de acido L-ascérbico. En A4. thaliana se ha encontrado que la
ausencia de uno de éstos genes (mutantes vtc2 o vic5) provoca que el otro gen ortélogo
cubra la funcion del gen mutante nulo (Dowdle et al., 2007). En el caso del mango se
encontr6 que ambos genes se expresan, aunque uno de ellos en niveles mas altos que el
otro. El gen que codifica para GGP es un punto de regulacion importante en la ruta de
Smirnoff-Wheeler. Varios autores han mencionado que el aumento en la expresion de
GGP se relaciona con un elevado contenido de 4cido L-ascérbico en varios frutos

(Bulley et al., 2009; Mellidou et al., 2012). Es por ello que a este gen se le ha
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considerado uno de los pasos regulatorios principales para la biosintesis de acido L-

ascorbico.
MiGGP2
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Figura 14. Expresion relativa de MiGGP2 en pulpa de mango cv. Ataulfo durante el
almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los niveles de expresion del gen durante el almacenamiento.

6.3.3 Expresion Relativa de Genes de Reciclaje de Acido L-Ascérbico: MiMDHAR

de Mango cv. Ataulfo Durante el Almacenamiento a 20°C

La expresion relativa de MiMDHAR se presenta en la figura 15, donde puede observarse
que el nivel de expresion fue alto en frutos almacenados por 0 y 1 dias a 20°C;
posteriormente la expresion de este gen disminuy6 en los frutos almacenados por 2 'y 5
dias, y en el dia 9 alcanz6 los niveles maximos (el doble con respecto al dia 0). Se ha
observado que durante la maduracidon ocurre un incremento progresivo del proceso de
oxidacion (Rogiers, 1998), lo cudl se relaciona con los requerimentos de la célula por el
sistema antioxidante, al cual pertenece el adcido L-ascorbico. Los niveles de expresion
observados para MiMDHAR sugiere que el sistema del reciclaje del acido L-ascérbico

estd activo conforme los frutos llevan a cabo el proceso de maduracion en postcosecha.
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Figura 15. Expresion relativa de MiMDHAR en pulpa de mango cv. Ataulfo durante el
almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los niveles de expresion del gen durante el almacenamiento.

Estudios realizados en diferentes frutos, donde evaluaron los niveles de expresion de
genes de las enzimas de reciclaje, MDHAR y DHAR, y su relacion con el contendido de
acido L-ascorbico han mostrado resultados variables. En estudios realizados en fresa y
tomate, el contenido de acido L-ascérbico se relacioné con una mayor expresion de
MDHAR (Cruz-Rus et al., 2011; Stevens et al., 2008). En cambio, en frutos de castafia
rosa (Rosa roxburghii Tratt) (Huang et al., 2014) y kiwi (Actinidia eriantha Benth.) cv.
White se observd que DHAR se expresd en niveles mas altos con respecto a MDHAR. En
el estudio en kiwi, los autores sugieren que la DHAR contribuye mas al reciclaje del
acido L-ascorbico (Jiang et al., 2018). En este trabajo se analiz6 la expresion de
MiMDHAR, la cudl presentd un patrén de expresion similar a la MDHAR de kiwi,
reportado por Jiang y colaboradores (2018). Es importante evaluar la expresion de la
DHAR de mango y contrastarla con los niveles de expresion de MiMDHAR reportados

en el presente trabajo.

El 4cido L-ascorbico cumple ciertas funciones durante la maduracion de los frutos

climatéricos como el mango. Estos frutos sufren una variedad de cambios medidados por
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el etileno, los cuales se presentan con un aumento de la tasa de biosintesis, que precede a
un pico en la tasa respiratoria, conocido como pico climatérico (Bouzayen et al., 2010).
Este antioxidante participa, junto con el bicarbonato, como cofactor para activar la
enzima ACC oxidasa (Dilley et al.,2012), la cual pertenece a la ruta de biosintesis del
etileno. Al acercase al pico climatérico, la acumulacion de etileno aumenta, y por ende,
la necesidad de disponer de acido L-ascorbico en la célula. Por otro lado, se ha
observado que se pueden introducir intermediarios de la ruta primaria de biosintesis de
acido L-ascorbico, gracias a la degradacion de las pectinas de la pared celular (Mellidou
et al., 2017), evidenciada por el ablandamiento de los frutos. Por lo anteriomente
mencionado, se espera que los niveles de expresion de las enzimas de biosintesis y
reciclaje incrementen durante la maduracion de los frutos para mantener la

disponibilidad de este antioxidante.

De igual manera, el metabolismo acelerado de los frutos climatéricos resulta en una
mayor tasa respiratoria. Esto se traduce en que la generacion de las EROs ocurre de
manera acentuada. En papaya (Carica papaya L.), hubo un incremento de la
peroxidacion de lipidos y actividad de la ascorbato peroxidasa durante la maduracion (a
22°C), acompafiada de un incremento de la actividad de enzimas como glutation
reductasa y catalasa justo despues del pico climatérico de etileno y de respiracion
(Resende et al.,2012). De igual manera se encontr6 una acumulaciéon de EROs y un
incremento del estrés oxidativo durante la maduracion del fruto de guayaba (Psidium
guajava L.) y mango (Mondal et al., 2009; Singh y Dwivedi, 2008). Por ello, el sistema
antioxidante debe de estar presente para contrarrestar el efecto de esta acumulacion de
EROs, y se pudiera relacionar con la acumulacion de transcritos MiMDHAR durante la

maduracion de mango cv. Ataulfo observada en este trabajo.
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6.3.4 Efecto del Tratamiento Hidrotérmico Cuarentenario Sobre la Expresion
Relativa de los Genes de Biosintesis de Acido L-Ascérbico: MiGME, MiGGP1 y
MiGGP2 en Mango cv. Ataulfo

En la figura 16 podemos observar que la expresion relativa de MiGME se vio reprimida
justo después del tratamiento hidrotérmico (dia 0), y posteriormente se estimuld en
frutos almacenados por 1, 2, 5 y 9 dias a 20°C. La induccion méxima de la expresion
relativa de MiGME se did en los frutos almacenados por 2 dias a 20°C, donde los niveles
fueron de 10 veces en los frutos sometidos al THC con respecto a los observados en los

frutos testigo.
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Figura 16. Efecto del tratamiento hidrotérmico cuarentenario (THC) en la expresion relativa de
MiGME de mango cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de expresion del gen durante el
almacenamiento. Valores positivos indican una induccién o estimulacion del gen, mientras que
valores negativos indican una represion debido al THC.

La expresion relativa de MiGGP1 (figura 17) se reprime en mangos almacenados por0,
1, 5y 9 dias a 20°C y se induce solamente en frutos del dia 2. Mientras que la expresion
relativa de MiGGP2 (figura 18) se reprime en frutos del dia 0 y 1 y se induce en frutos
del dia 2, 5y 9. El efecto negativo del THC es transitorio en el caso de MiGGP2, ya que
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en frutos almacenados por 2, 5y 9 dias a 20°C, la expresion relativa se recuperd y se
estimul6 al doble. Como se habia mencionado anteriormente, los patrones de expresion
de ambos genes GGP son diferentes en condiciones normales (sin el estrés); y el efecto
del THC sobre su expresion es diferente también. Un estudio previo, realizado en hojas
de kiwi sometidas a un estrés por calor (42 °C), reportd una represion en la expresion del
AeGGP alas 12 y 24 horas de exposicion; sin embargo, este efecto fue transitorio ya que
la expresion del gen se recuperd a las 48 horas (Li et al., 2013), similar al patréon

presentado por MiGGP2 en este estudio.
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Figura 17. Efecto del tratamiento hidrotérmico cuarentenario (THC) en la expresion relativa de
MiGGPI de mango cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de expresion de cada gen durante el
almacenamiento. Valores positivos indican una induccién o estimulacion del gen, mientras que
valores negativos indican una represion debido al THC.

Estos patrones de expresion apoyan la idea de que GME y GGP son puntos regulatorios
de la sintesis de acido L-ascorbico e influyen en el mantenimiento del contenido de
acido L-ascorbico en la célula. Se ha observado que al someter plantas de 4. thaliana a
una fuerte intensidad de luz ocasiona un aumento en el contenido de acido L-ascorbico y
se encontrd que los genes de GME y GGP se estimularon de manera simultanea
(Dowdle y colaboradores, 2007). En contraste a lo observado en este estudio, en plantas

de té sometidas a un estrés por calor de 38°C por 24 horas, se observo una induccion de
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los genes de biosintesis de GME y GGP en las primeras horas del tratamiento y se
mantuvo hasta el dia 1 (Li et al., 2016). Lo anterior puede sugerir que estas enzimas son

estimuladas debido a un estrés abidtico como las altas temperaturas.
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Figura 18. Efecto del tratamiento hidrotérmico cuarentenario (THC) en la expresion relativa de
MiGGP2 de mango cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C. Literales diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de expresion de cada gen durante el
almacenamiento. Valores positivos indican una induccion o estimulacion del gen, mientras que
valores negativos indican una represion debido al THC.
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6.3.5 Efecto del Tratamiento Hidrotérmico Cuarentenario sobre la Expresion
Relativa del Gen de Reciclaje de Acido L-Ascérbico: MiMDHAR en Mango cv.
Ataulfo

La expresion de MiMDHAR (Figura 19) se estimul6 por el THC en frutos de todos los
dias de almacenamiento evaluados. El cambio en los niveles de expresion de MiMDHAR
se mantuvo constante en todos los dias (p<0.05), excepto en frutos del dia 5 donde se
increment6 hasta 15 veces con respecto a los fruto testigo. Lo anterior sugiere que en
respuesta al estrés casuado por el THC, la ruta de reciclaje permanece para mantener los
niveles de acido L-ascorbico que la célula necesita para contrarrestar los efectos del

estrés por calor.
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Figura 19. Efecto del tratamiento hidrotérmico cuarentenario (THC) en los cambios en expresion
relativa de MiGME de mango cv. Ataulfo durante el almacenamiento a 20°C. Literales diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de expresion de cada gen durante el
almacenamiento. Valores positivos indican una induccién o estimulacién del gen, mientras que
valores negativos indican una represion debido al THC.
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Es importante recordar que en condiciones de estrés abiotico, las células sufren cambios
en su metabolismo, el cual genera un estrés que puede llevar a la acumulacion de
especies reactivas del oxigeno. Enzimas como la MDHAR y DHAR participan para
reciclar el acido L-ascorbico utilizado en estos procesos. Se ha observado que la
actividad de la enzima MDHAR se ve inducida bajo el estrés causado por el dafo por
frio en tomate (Stevens et al., 2008) y en plantas de Eleusine coracana L. sometidas a un
estrés por sequia (Bartwal y Arora, 2017). EI gen de esta enzima se estimul6 en plantas
de té sometidas a un estrés por calor de 38°C por 24 horas (Li et al., 2016). Por otro
lado, en plantas transgénicas de arroz, en las cuales se silencié un dominio principal de
esta proteina, se observd que éstas plantas tuvieron deficiencias en su resistencia al

estrés abidtico (Kim et al, 2017).

En este trabajo se observé la induccion de la expresion de MiMDHAR debido al efecto
del tratamiento hidrotérmico, encontrando un aumentoen sus niveles hasta de
aproximadamente 15 veces mas en comparacion con los frutos testigo almacenados por
5 dias a 20°C. Esta respuesta en mango ante estrés abidtico como el tratamiento
hidrotérmico cuarentenario, permite que el contenido de acido L-ascorbico se mantenga

a pesar del estrés al que se someten los frutos de mango durante este tratamiento.
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7. CONCLUSIONES

El tratamiento hidrotérmico cuarentenario provoca alteraciones en el dngulo de tono y
luminosidad del color externo del fruto, observando un adelanto en el cambio de la
coloracion de verde a amarillo en la c4scara. Sin embargo, en este trabajo no se observo
un efecto sobre las otras caracteristicas fisicas (firmeza, d&ngulo de tono, luminosidad y
croma del color interno) del fruto debido al tratamiento hidrotérmico cuarentenario. En
cuanto al contenido de acido L-ascorbico en los frutos, en general se mantiene constante
a lo largo del almacenamiento a 20°C; sin embargo, éste se ve reducido en un 12%
debido al efecto tratamiento hidrotérmico aplicado. Por otro lado, el tratamiento
hidrotérmico afectd la expresion de genes relacionados tanto de biosintesis como de
reciclaje del acido L-ascorbico en los mangos. Los genes de biosintesis MiGME,
MiGGP2 y el de reciclaje MiMDHAR fueron estimulados por el THC en diferente
magnitud; mientras que el gen de biosintesis MiGGPI se vio reprimido en la mayoria de
los dias de almacenamiento. Lo anterior refleja una regulacion transcripcional en la
expresion de los genes de biosintesis (MiGME, MiGGPI y MiGGP2) y del gen de
reciclaje (MiMDHAR) los cudles responden de manera distinta al efecto del tratamiento
hidrotérmico cuarentenario aplicado al mango cv. Ataulfo. Se encontrd que a través del
tiempo y ante este estrés abiotico, las rutas de biosintesis y reciclaje del acido L-
ascorbico responden a nivel transcripcional para mantener el contenido de acido L-

ascorbico en la célula.
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