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Resumen

El banano bocadillo o bananito (Musa acuminata AA, Simmonds) es considerado un fruto
tropical exotico con alto potencial para ser exportado por Colombia, sin embargo, es
altamente perecedero y no cuenta con practicas adecuadas de manejo de poscosecha, lo que
disminuye su potencial de comercializacion. Su corta vida en poscosecha esta relacionada
con el caracter climatérico y con una serie de procesos fisiolégicos y bioquimicos que
aceleran su proceso de maduracion. Dichos procesos son regulados principalmente por la
hormona vegetal etileno, la cual a su vez, puede ser inhibido mediante el uso de diferentes
compuestos quimicos como el 1-metilciclopropeno (1-MCP), disminuyendo la velocidad de
maduracion y permitiendo prolongar la vida poscosecha de diferentes frutas y hortalizas. El
1-MCP se une a los receptores celulares del etileno y bloguea y/o retrasa la sefializacion de
la maduracién, afectando la expresion de genes, la velocidad de los procesos bioquimicos y
fisioldgicos que ocurren durante la maduracion. De manera general, el 1-MCP retrasa el
desarrollo de color, el ablandamiento, el metabolismo de azlcares y acidos, la respiracion,
entre otros. Ademas, el 1-MCP disminuye la produccion de etileno, debido a la inhibicién
de la expresion de los genes que codifican para la biosintesis de etileno (ACS y ACO).
Existen pocos estudios reportados en bananito relacionados con el efecto del 1-MCP 0
etileno en la poscosecha de esta fruta, ademas, hasta la fecha no se ha reportado ningln
estudio sobre la expresion de los genes que codifican para enzimas de la biosintesis de
etileno en bananito. Por esta razdn, se evalud el efecto de la aplicacion de diferentes
concentraciones de 1-MCP en el comportamiento poscosecha de estos frutos, ademas, se
determiné el efecto de la aplicacion de etileno y su interaccién con el 1-MCP, para
finalmente caracterizar la expresion de genes relacionados con la biosintesis de etileno,
como consecuencia de la aplicacion de etileno y 1-MCP. Este trabajo pretende contribuir al
entendimiento de los procesos de maduracion del bananito como un primer paso para lograr
aumentar su vida poscosecha y mejorar su potencial de exportacion.

Palabras clave: maduracion, poscosecha, climatérico, etileno, inhibidor, expresion de
genes.



Abstract

Baby banana or banana “Sucrier” (Musa acuminata AA, Simmonds) is considered an
exotic tropical fruit with high potential to be exported by Colombia, however, it is highly
perishable and has no proper postharvest handling practices, reducing their potential for
marketing. Its short postharvest life is related to the climacteric character and a series of
physiological and biochemical processes that accelerate the ripening process. Much of these
processes are mainly regulated by the plant hormone ethylene, which in turn, can be
inhibited by using different chemical compounds such as 1-methylcyclopropene (1-MCP),
resulting in decreased ripening rate and allowing extend postharvest life of different fruits
and vegetables. 1-MCP binds to cellular ethylene receptors and delays and/or blocks
ripening signaling, affecting genes expression levels involved in the ripening and therefore
the speed of biochemical and physiological processes. In general, the 1-MCP delays the
development of color, softening, sugars and acids metabolism, and respiration, among
others. Furthermore, 1-MCP reduces ethylene production due to the inhibition of genes
expression encoding for ethylene biosynthesis (ACS and ACO). Few studies has been
reported in baby banana related to the effect of 1-MCP or ethylene in the fruit postharvest,
and also nowadays it has not been reported any studies on the regulation of expression of
genes encoding biosynthesis ethylene in baby banana. For this reason, we evaluated the
effect of the application of different concentrations of 1-MCP in the postharvest behavior of
this fruit. Besides, the effect of the application of ethylene and its interaction with 1-MCP
was also studied. Finally, the changes in the expression of some ethylene biosynthesis
genes as a result of the application of ethylene and 1-MCP were characterized. This work
will contribute to the understanding of the ripening processes in baby banana, as a first step
to achieve extend postharvest life and increase their export potential.

Keywords: ripening, postharvest, climacteric, ethylene, inhibitor, gene expression.
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1. Introduccion

El banano bocadillo o bananito (Musa acuminata AA, Simmonds) es considerado un fruto
tropical exdtico con alto potencial para ser exportado por Colombia (Espinal et al., 2005).
Los principales destinos de las exportaciones son: Francia (50%), Estados Unidos (34%),
Italia (6%), Suiza (6%) y otros (4%) (Legiscomex, 2008). Para el afio 2013, el bananito
ocupo el segundo lugar en las exportaciones de frutas, después del platano (excluyendo el
banano), con un volumen exportado de 8.100 t y un valor cercano a los 5,3 millones de
ddlares (Asohofrucol, 2014). Las exportaciones se realizan por via aérea, debido a que es
un fruto altamente perecedero, con corta vida en poscosecha (Gutiérrez, 1997). Los
principales problemas que afectan el aprovechamiento del potencial de exportacion de
bananito son las altas pérdidas y la corta vida en poscosecha (Pardo y Rubio, 2004; MADR,
2006); lo cual estd relacionado con précticas inadecuadas en la poscosecha, y con la
fisiologia propia del fruto (Valenzuela y Bohérquez, 2002; Parra y Hernandez, 2007). Los
frutos de bananito son climatéricos (Castro y Restrepo, 2004), es decir, que después de la
madurez fisioldgica aumentan la respiracion y la produccion de etileno, siendo el etileno la
hormona vegetal que induce diferentes cambios moleculares, bioguimicos y fisioldgicos
relacionados con el proceso de maduracién (Castro et al., 2008; Kesari et al., 2007).

Existen diferentes tecnologias reportadas para retardar el proceso de maduracion y
disminuir las pérdidas en poscosecha de productos agricolas, dentro de las cuales se pueden
citar: la refrigeracion, las atmdsferas modificadas y controladas (AM y AC), los
absorbedores (KMnQ,) y antagonistas del etileno (STS, DACP, 2-NBD y 1-MCP), entre
otras (Saenz, 2004). El 1-metilciclopropeno (1-MCP) es considerado una herramienta
eficiente en la conservacion de frutas, hortalizas y flores de corte (Reid y Staby, 2008). Su
mecanismo de accién es el bloqueo de los receptores celulares del etileno, con lo cual se
inhibe la respuesta a éste y se retrasan los procesos fisioldgicos y bioquimicos de la
maduracion (Blankenship y Dole, 2003). Diversos estudios han mostrado que el 1-MCP
retrasa la maduracion de banano (Musa AAA) (Jiang et al., 1999a; Moradinezhad et al.,
2006; Botondi et al., 2014; entre otros), no obstante, la informacion del efecto del 1-MCP
en bananos diploides, incluyendo al bananito, es limitada. A pesar de esto, los mecanismos
relacionados con la maduracion de estos miembros de la familia Musacea se consideran
similares (Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié, 2012), por lo tanto se espera que la aplicacion de
1-MCP en bananito también retrase la maduracion.

Diferentes factores influyen en la respuesta de los frutos al tratamiento con 1-MCP, los
cuales se pueden dividir en dos grandes grupos: (1) aquellos relacionados directamente con
el fruto como especie, variedad, cultivar, estado de madurez, entre otros y (2) aquellos
relacionados con las condiciones de la aplicacion, como concentracion, tiempo de
tratamiento, temperatura, etc. (Paul y Pandey, 2013). En banano, los factores mas
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estudiados que influyen en la respuesta de los frutos al 1-MCP, son el estado de madurez y
la interaccion entre la concentracion de 1-MCP y el tiempo de tratamiento (Jiang y Joyce,
2003). Las concentraciones de 1-MCP reportadas para la aplicacion en frutas varian desde
0,02 pL L™ hasta 100 pL L™, mientras que los tiempos de tratamiento, oscilan entre 2y 36
h (Blankenship y Dole, 2003). En general, existe una relacion entre la concentracion de 1-
MCP vy la prolongacion de la vida poscosecha de banano, no obstante, también se ha
reportado que las concentraciones demasiado altas (>30 pL L™) afectan de manera
irreversible el proceso de maduracién y por tanto la calidad organoléptica de la fruta (Harris
et al., 2000; Moradinezhad et al., 2008a), lo cual, al menos en parte puede ser solucionado
con la aplicacion de etileno exdgeno (Golding et al., 1998; Huber et al., 2010). En
bananito, es escasa la informacion y solo se ha reportado un estudio realizado por Pardo y
Rubio (2004), quienes encontraron que las concentraciones mayores de 1,8 puL L™ afectan
negativamente las caratecteristicas sensoriales de los frutos, por lo tanto, en el presente
estudio se profundizé en el efecto de la concentracién, tiempo de tratamiento y la
interaccion entre la aplicacion de etileno exdgeno y 1-MCP para retardar el proceso de
maduracion en bananito.

Por otro lado, el 1-MCP también ha permitido el estudio de los mecanismos moleculares
relacionados con la respuesta de los frutos climatéricos al etileno durante el proceso de
maduracion (Huber, 2008; Lurie y Paliyath, 2008), debido a que dicha molécula bloquea
una via de sefializacion celular, con lo cual se afecta la expresion de genes que son etileno-
dependientes (Seymour et al, 2013; Hiwasa-Tanase y Ezura, 2014). En este sentido, se han
reportado numerosos genes que son inducidos por el etileno durante la maduracion y por
tanto, son inhibidos por el 1-MCP. Dentro de dichos genes se encuentran aquellos que
codifican para las enzimas de la biosintesis de etileno como ACC sintasa (ACS) y ACC
oxidasa (ACO) (Pathak et al., 2003; Zhang et al., 2006; Inaba et al., 2007). Dichas enzimas
son codificadas por una familia multigénica que varia en sus niveles de expresién durante el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Barry and Giovannoni, 2007; Bouzayen et al.,
2010). Sin embargo, se ha encontrado que los Unicos genes responsables de la biosintesis
de etileno durante la maduracion de banano son: MA-ACO1, MA-ACO2 y MA-ACS1
(Lopez-Gomez et al., 1997), los cuales a su vez, también parecen ser conservados en
bananos diploides (Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié, 2012).

Como se habia mencionado anteriormente, la mayoria de los estudios de fisiologia y
biologia molecular se han realizado en bananos triploides, mientras que en bananos
diploides como el bananito, la informacion es limitada, por tanto, en el presente estudio se
realizd un analisis preliminar de la expresion de los genes percusores del etileno (MA-ACS1
MA-ACO1 y MA-ACO2) como respuesta a la aplicacion de etileno y 1-MCP. Esta
informacién es de gran relevancia debido a que se desconoce el proceso de regulacion
génico involucrado en la biosintesis de etileno en bananito, ademas, se espera que la
informacidn obtenida pueda brindar las bases para plantear una tecnologia de conservacion
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con 1-MCP en bananito, ademas de avanzar en la comprension de la regulacion de la
maduracion a nivel molecular, en frutos tropicales.

1.1. Planteamiento del problema

Los frutos de bananito son altamente perecederos (Gutiérrez, 1997), con bajas posibilidades
de almacenamiento bajo condiciones ambientales normales, debido a que durante la
maduracion ocurren una serie de procesos fisiologicos y bioquimicos estimulados por el
etileno que llevan al rapido deterioro (Castro et al., 2008; Kesari et al., 2007), ocasionando
un alto porcentaje de pérdidas en la etapa de poscosecha (28 a 50%) y afectando el
potencial de exportacion (Pardo y Rubio, 2004; MADR, 2006). Por lo anterior, es necesario
buscar alternativas que permitan prolongar la vida de anaquel de este producto. En éste
sentido, el 1-MCP constituye una de las herramientas mas eficientes en la conservacion
poscosecha de productos agricolas (Reid y Staby, 2008). En bananito, los resultados no son
consistentes y por lo tanto, en este estudio, se profundiz6 en aspectos relacionados con
algunos de los factores (concentracion, tiempos de tratamiento y etileno exdgeno) que
intervienen en la eficacia del 1-MCP.

La mayoria de los estudios en poscosecha se han realizado en banano triploide (Musa
AAA), mientras que en bananos diploides la informacion es limitada (Jansasithorn y
Kanlayanarat, 2006; Ketsa et al., 2000;). En general, el 1-MCP disminuye o retrasa los
cambios en las variables poscosecha de banano, inducidos durante la maduracion por el
etileno (Jiang et al., 1999a; Jiang et al., 1999b; Jiang y Fu, 2000; Pathak et al., 2003), sin
embargo, la aplicacion de 1-MCP previa o posterior a la aplicacion de etileno, puede llevar
a una regulacion del proceso de maduracion diferente (Golding et al., 1998; Inaba et al.,
2007). En bananito se desconoce el efecto de la aplicacién exdgena de etileno y de la
interaccién con el 1-MCP en la poscosecha. Por altimo, en banano, se ha reportado que la
aplicacion exdgena de etileno induce la expresion de genes que codifican para su propia
biosintesis, mientras que el 1-MCP la inhibe o la disminuye (Nakatsuka et al., 1997; Zhang
et al.,, 2012; Yamane et al., 2007; Lépez-Goémez et al., 1997). En bananito no existe
informacion al respecto, por lo cual, en este trabajo también se propone la caracterizacion
preliminar de la expresion de los genes MA-ACS1, MA-ACOl y MA-ACO2, bajo
condiciones normales y con la aplicacion de etileno y 1-MCP.
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1.2. Preguntas de investigacion

¢Cual es el efecto de la aplicacion de 1-metilciclopropeno (1-MCP) en el
comportamiento poscosecha de banano bocadillo? La cual se plantea con el fin de
encontrar la concentracion y tiempo de tratamiento mas adecuados para retrasar la
maduracion de esta fruta. Para ello, se evaluaron diferentes variables de poscosecha
como: pérdida de peso, firmeza del fruto, color, acidez total titulable, solidos
solubles totales, intensidad respiratoria y relacion de madurez.

¢Cudl es el efecto de la aplicacion exdgena de etileno y 1-MCP, ademés de su
interaccion en el desarrollo de la maduracion de bananito? La cual se plantea con el
objetivo de conocer si la aplicacion de 1-MCP retrasa los efectos inducidos por la
aplicacion previa de etileno exdgeno, ademas, también para conocer si la aplicacion
de etileno posterior al 1-MCP induce la maduracion o si el 1-MCP sigue siendo
eficiente en inhibir los efectos inducidos por el etileno. Para ello, se evalud la
produccién de etileno, intensidad respiratoria y las demas variables mencionadas
anteriormente.

¢Cémo ocurre la expresion de los genes MA-ACS1, MA-ACO1 y MA-ACO2, en
frutos de bananito, bajo condiciones normales y en respuesta a la aplicacion de 1-
MCP vy etileno? Lo anterior se plantea, debido a que el 1-MCP al ocupar los
receptores de etileno bloguea la secuencia de transduccion de sefiales que conllevan
a la expresion de genes relacionados con la maduracion, dentro de los cuales se
encuentra los genes MA-ACS y MA-ACO, que codifican para las enzimas ACC
sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO), respectivamente. Se determiné la produccién
de etileno, intensidad respiratoria, expresion relativa de dichos genes y algunas
variables fisico-quimicas.
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2. Objetivos

2.1. General

Evaluar el efecto de la aplicacion de 1-metilciclopropeno (1-MCP) en el comportamiento
poscosecha de banano bocadillo (Musa acuminata AA, Simmons) a nivel fisioldgico y
molecular durante el proceso de maduracion.

2.2. Especificos

e Determinar el efecto diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento con el 1-
MCP en la poscosecha de frutos de bananito, con el fin de seleccionar el tratamiento
Optimo de conservacion.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de etileno y su interaccion con la aplicacion previa
y posterior de 1-MCP en algunas variables poscosecha de frutos de bananito.

e Realizar un estudio de la expresién de los genes MA-ACS1, MA-ACO1 y MA-ACO2
bajo condiciones normales y en respuesta a la aplicacion de 1-MCP vy etileno, en
frutos de bananito para conocer su efecto a nivel molecular.
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3. Revision de la literatura

3.1. Bananito (Musa AA, Simmonds).

El bananito (Musa acuminata AA, Simmonds), recibe diferentes nombres dependiendo de
la region del mundo (Tabla 1). Es el Gnico diploide comestible importante dentro del grupo
Acuminata (genoma A) de la familia Musaseae (Robinson y Galan, 2012). Es originario de
Malasia y se ha reportado como el cultivar AA mas cultivado a nivel mundial (Lim, 2012).
La planta de banano bocadillo inicia su produccion entre las 12 y 16 semanas después de la
siembra, dependiendo de la variedad y condiciones agroecolégicas (Amortegui, 2001;
Ramos, 2010). La cosecha con destino a la exportacion se inicia desde la séptima semana
después de la floracion (ddf) (Amortegui, 2001).

Tabla 1: Nombres comunes del bananito dependiendo del pais. Tomado de Lim (2012)

Musa acuminata (Grupo AA)

Pais Nombre comun
Australia Sucrier
Brasil Oruro
Colombia Bananito, Banano bocadillo
Costa Rica Lady Finger
Ecuador Orito
Estados Unidos Nino, Sucrier
Filipinas Amas, Caramelo, Kamoros
Guyanas Parika
Hawaii Lady Finger
India Surya Kadali
Indonesia Mow Mei, Sarmi, Pisang Mas, Pisang Susu
Malasia Pisang Mas, Pisang Susu
Polinesia Peru, Fig, Tinito
Tailandia Kluai khai
Venezuela Titiaro
Vietnam Choi Trung
West Indies Sucrier, Sucrier Fig, Fig, Datil

El area sembrada del cultivo en Colombia reportada para el 2013, fue de 2.635 ha, con una
produccién de 16.746 t y un rendimiento de 6,4 t ha™ afio™, siendo los principales
departamentos productores Chocd, Valle del Cauca, Putumayo y Tolima, los cuales en
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conjunto representan mas del 85 % del area sembrada en el pais (Agronet, 2015). El banano
bocadillo es considerado un producto exoético promisorio para ser exportado por Colombia,
razén por la cual la mayoria de la produccién se destina a la exportacion (Castellanos et al.,
2011). Los principales mercados de éste producto son Francia (50% de las exportaciones),
Estados Unidos (34%), Italia (6%), Suiza (6%) y otros (4%) (Legiscomex, 2008). El valor
en volumen, de las exportaciones reportado para el 2013 fue de 8.100 t, siendo el segundo
producto fruticola en importancia, después del platano (sin incluir banano), a su vez, en los
primeros 4 meses del afio 2014, el volumen aumento a 11.200 t (Asohofrucol, 2014).

Las exportaciones se realizan por via aérea debido a que es un fruto altamente perecedero
(Gutiérrez, 1997). Lo cual, entre otras cosas esta relacionado con el carécter climatérico del
fruto (Castro y Restrepo, 2004) y con la susceptibilidad a sufrir dafios en la epidermis, lo
cual en conjunto hace dificil su almacenamiento y transporte (Vargas-Calvo y Sandoval-
Ferndndez, 2005), generando altas pérdidas en poscosecha (28 a 50 %) y afectando el
aprovechamiento del potencial de exportacion (Pardo y Rubio, 2004; MADR, 2006).

A nivel nutricional, los frutos de bananito son ricos en minerales, carbohidratos y
vitaminas, haciéndolos un alimento altamente energético (Amortegui, 2001). Morales
(2002) reporta que 100 g de pulpa contienen 74 % humedad; 22 % de carbohidratos; 1 % de
fibra; 1,2 % de proteinas; 0,1 % de grasas; 0,7 mg de Niacina; 10 mg de acido ascérbico;
300-450 mg de K y 8 mg de Ca. Por su parte, la pulpa del fruto es de color blanco-amarillo,
con sabor suave, dulce, y con un aroma diferente al banano Cavendish, lo cual le confiere
un caracter exdtico en el mercado extranjero.

3.2. Fisiologia de la maduracion

La maduracion de los frutos se puede definir como “el conjunto de procesos que se
producen en las Ultimas etapas de crecimiento y las primeras etapas de senescencia, l0s
cuales incluyen: cambios de color, textura, sabor, aroma, entre otros, todos relacionados
con la estética y/o calidad para el consumo humano” (Kader y Yahia, 2011). La maduracion
€S un proceso genéticamente irreversible, es decir, que no se puede revertir, sino sélo
retrasar (Ayoub et al., 1976). El fin evolutivo de la maduracion de los frutos es la atraccion
de animales para la dispersion de semillas (Hiwasa-Tanase y Ezura, 2014), sin embargo, a
nivel comercial la maduracion estd relacionada con el desarrollo de las caracteristicas
organolépticas requeridas para la alimentacién humana (Jiang et al., 2004; Hiwasa-Tanase
y Ezura, 2014).

Los principales cambios que ocurren durante la maduracion varian entre especies, pero de
manera general incluyen: cambios de color, textura, sabor, aroma, contenido nutricional y
aumento de la susceptibilidad a patégenos (Adams-Phillips et al., 2004; Paliyath y Murr,
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2008). Los principales cambios que ocurren en los frutos de banano durante la maduracion
son: aumento de la respiracion y produccion de etileno; ablandamiento del fruto;
conversion masiva de almidon a azucares en la pulpa; incremento de la actividad
polifenoloxidasa (pardeamiento enzimético); aumento de la sintesis de compuestos
aromaticos y degradacion de clorofilas, con desenmascaramiento de carotenoides (Kesari et
al., 2007). No obstante, la informacion de los cambios fisioldgicos y bioquimicos durante la
poscosecha de bananito son limitados (Castro Benitez et al., 2005; Pardo y Rubio, 2004),
aunque, de manera general, se pueden considerar similares a los presentados en banano
(Hubert et al., 2010). Dichos cambios estan relacionados con la expresion de genes que
codifican enzimas que participan en los procesos metabdlicos anteriormente citados
(Bouzayen et al., 2010). La expresion de estos genes es estimulada por el etileno, ya sea
enddgeno o exdgeno (Bapat et al., 2010).

La maduracion en banano puede ser dividida en los cambios que ocurren en la pulpa y en la
epidermis. Bajo condiciones normales empieza en la pulpa, debido a que la mayoria de
procesos relacionados con la maduracion como: aumento de la respiracion, produccion de
etileno, ablandamiento y expresion de genes, entre otros, empieza en dicho tejido (L6pez-
Gobmez et al., 1997; Inaba et al., 2007). A nivel molecular, se ha reportado que cerca de 250
genes son regulados durante la maduracion de banano, los cuales a su vez, estan
relacionados con procesos fisiologicos como: biosintesis de etileno, respiracion,
metabolismo de azucares, degradacion de la pared celular, entre otros (Medina-Suarez et
al., 1997). Dentro de dichos genes, Gupta et al. (2006) y Jin et al. (2009) identificaron en
banano, 22 genes especificos de la maduracion, es decir, que s6lo se expresan en esta etapa
fenoldgica, de los cuales 6 genes son regulados negativamente (down-regulated) y 16
positivamente (up-regulated) por el etileno. Lo cual implica que el etileno no sélo induce la
expresion de genes durante la maduracion, sino que también la puede inhibir.

3.3. Etileno

Los frutos pueden ser clasificados en dos grupos, climatéricos o no climatericos, en donde
aquellos que incrementan la produccion de etileno y la respiracion después de la madurez
fisioldgica son frutos climatéricos, mientras que aquellos que no lo hacen, son frutos no
climatéricos. No obstante, existen frutos que pueden ser tanto climatéricos, como no
climatéricos, como algunos miembros del género Capsicum (Barry y Giovannoni, 2007,
Seymour et al., 2013). El etileno (C,H,) es una hormona gaseosa que afecta diversos
procesos fisioldgicos en las plantas, incluyendo la germinacién de semillas, el crecimiento,
la formacion de meristemos apicales, la senescencia, el desarrollo floral, la maduracion de
frutos climatéricos, la abscision de 6rganos, el gravitropismo y diferentes respuestas al
estrés bidtico y abidtico (Fluhr, 1998; Yoo et al., 2009). En general, todos los tejidos de la
planta que respiran, producen etileno, no obstante, la cantidad producida varia
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significativamente dependiendo de la especie, 6rgano y edad del 6rgano (Salisbury y Ross,
2000), ademas la produccion de etileno se ve estimulada por los dafios causados a los
tejidos o por situaciones de estrés bidtico y abiotico (Palomer et al., 2005).

El etileno es biologicamente activo a concentraciones bajas (<0,1 pL L), sin embargo, la
cantidad de etileno producida y la cantidad necesaria para inducir la maduracion o
senescencia varia entre frutos climatéricos (Martinez-Romero et al., 2007) (Tabla 2). En
éste sentido, los frutos de banano presentan una produccion de etileno (PE) moderada
(Hernéandez et al., 2010), sin embargo, la sensibilidad de los frutos al etileno es muy alta, es
decir, que bajas concentraciones (0,03 y 0,1 uL L™) son suficientes para inducir la
maduracion de los frutos (Martinez-Romero et al., 2007). La mé&xima PE reportada en
banano es de alrededor de 9 uL kg™ h™* (Lépez-Gémez et al., 1997), mientras que para el
banano diploide IDN 110 se reporté una PE de 11,5 pL kg™ h™ a los 10 dias de
almacenamiento (Hubert et al., 2010) y en bananito de 25 mg kg™ h™ a los 10 dias de
almacenamiento (Castro Benitez et al., 2005).

El etileno juega un papel importante en la maduracion de frutos climatéricos, mientras que
en frutos no climatéricos, su papel no es claro (Adams-Phillips et al., 2004), aunque se ha
reportado su uso en el desverdizado de citricos, debido al estimulo de la sintesis de
carotenoides (Rodrigo y Zacarias, 2007) y también en la disminucion de los dafios por frio
(Wang et al., 2010). Esta hormona regula la maduracion de los frutos climatéricos a nivel
fisioldgico, bioquimico y molecular. Los pasos descritos en la respuesta al etileno incluyen,
su biosintesis; el reconocimiento por parte de la célula mediante receptores; y la
transduccion de la cascada de sefiales (sefializacion), que conlleva a la regulacion de la
expresion de genes que codifican para las enzimas que participan en la maduracion
(Adams-Phillips et al., 2004; Bapat et al., 2010).

Desde el punto de vista agricola, el etileno juega un papel doble, debido a que presenta
efectos benéficos, en frutos climatéricos, como el estimulo de la maduracion y desarrollo de
las caracteristicas sensoriales requeridas por los consumidores, sin embargo, también
acelera la velocidad de ésta y de la senescencia, haciendo dificil el almacenamiento;
ademas, aumenta la susceptibilidad de los frutos al ataque de patdgenos (Martinez-Romero
et al., 2007).

3.4. Biosintesis de etileno

La biosintesis de etileno es regulada por diversos factores como, hormonas (auxinas,
giberelinas, citoquininas, brasinosteroides), condiciones de estrés abidtico (inundacion,
sequia, salinidad) y biotico (ataque de insectos y patdgenos), entre otros (Taiz y Zeiger,
2006; Sang-Dong et al., 2009).
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Tabla 2. Produccion de etileno y sensibilidad en diversos productos agricolas.

Produccién de etileno

Producto (L CoHy kg'l h'l)

Sensibilidad (uL L™

Frutos climatéricos

Chirimoya, Pasifloras, Zapote (>100)*** (0,03-0,1)***
Manzana, Kiwi, Pera, Aguacate,

Melon, Uchuva (10-100)*** (>0,4)**
Banano, Platano Albaricoque, Mango,

Feijoa, Araza (1-10) ** (0,03-0,1) ***
Nectarina, Papaya, Durazno, Ciruela,

Tomate (1-10) ** (>0,4)**
Hortalizas y frutos no climatéricos

Brocoli, Col, Repollo, Zanahoria (<0,2)* (0,01-0,02)***
Coliflor, Pepino cohombro, Lechuga,

Caqui (<0,1)* (0,01-0,02)***
Papa, Espinaca, Fresa (<0,1)* (0,04-0,2)**
Esparrago, Frijol, Apio, Citricos,

Berenjena (<0,1)* (0,04-0,2)**
Cereza, Uva, Pifia (<0,2)* (>0,2)*
Pimienta (<0,2)* (>0,2)*

*** Alta, ** moderada y * baja produccion de etileno y sensibilidad. Adaptado de
(Martinez-Romero et al., 2007) y (Hernandez et al., 2010).

La ruta de biosintesis de etileno se inicia a partir del aminoacido metionina en tres pasos
(Figura 1): el primero, es la conversion de metionina a S-adenosil-L-metionina (SAM)
catalizado por la enzima SAM sintetasa; el segundo, la formacion de 1-aminociclopropano-
1-acido carboxilico (ACC) a partir de SAM mediante la enzima ACC sintasa (ACS) vy el
tercero, la conversion de ACC a etileno, catalizado por la ACC oxidasa (ACO), siendo
éstas dos Ultimas las enzimas claves en el proceso de biosintesis (Barry y Giovannoni,
2007; Lopez-Gomez et al., 1997) (Figura 1). La formacion de ACC también lleva a la
produccion de 5°-metiltioadenosina (MTA), la cual es transformada a 5’-metiltioribosa
(MTR) mediante la enzima MTA nucleosidasa, posteriormente MTR se fosforila por MTR
quinasa para formar 5-metiltioribosa 1-fosfato, finalmente, se produce o-keto-y acido
metiltiobutirico y metionina nuevamente (Bradford, 2008). Lo anterior se conoce como el
ciclo de la metionina o ciclo de Yang por su descubridor (Shang Fa Yang), a través del
cual, la metionina es reciclada, llevando a altas tasas de produccién de etileno sin necesidad
de contar con altos niveles de metionina intracelular (Barry y Giovannoni, 2007; Taiz y
Zeiger, 2006).
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En las plantas angiospermas se han reportado dos sistemas de biosintesis de etileno: el
sistema 1, funciona durante el crecimiento normal, en respuestas al estrés, en el estado pre-
climatérico de frutos climatéricos y en todo el desarrollo de frutos no climatéricos. Este
sistema es el encargado de producir niveles basales de etileno en los tejidos y es
considerado autoinhibitorio, es decir que la aplicacion exdgena de etileno mediante un
mecanismo de retroalimentacion negativa inhibe su propia biosintesis. El sistema 2, ocurre
durante la senescencia floral y la maduracién de frutos climatéricos, éste sistema requiere
de la expresion de nuevas isoformas de ACS y ACO, es un sistema autocatalitico y
estimulado por el etileno exdgeno mediante un mecanismo de retroalimentacion positivo,
asi que antagonistas del etileno inhiben su produccion (Mcmurchie et al., 1972; Barry y
Giovannoni, 2007; Bouzayen et al., 2010; Bapat et al., 2010). Las diferencias en los
sistemas de produccion de etileno, estan relacionadas con la expresion de diferentes
isoformas de los genes ACS y ACO, segln el programa genético de la maduracion, donde,
algunas de estas, son expresadas en estados inmaduros (en tomate Le-ACS1A y Le-ACS6),
mientras que otras, en estados de maduracion avanzados (Le-ACS4 y Le-ACS2), es decir
que el etileno puede estimular la expresion (retroalimentacidn positiva) de algunos genes,
mientras que inhibe la expresion de otros (retroalimentacion negativa) (Seymour et al.,
2013).

3.5. Enzimas ACS (EC 4.4.1.14) y ACO (EC 1.4.3)

Las enzimas claves en la biosintesis de etileno son ACS y ACO, las cuales se han estudiado
extensamente en dmbitos bioquimicos y moleculares en diferentes especies. La enzima
ACS representa el paso limitante de la velocidad de la reaccion, mientras que ACO es
conocida como la enzima que forma etileno (EFE) (Bleecker y Kende, 2000). La enzima
ACO pertenece al grupo de enzimas oxidasas/oxigenasas dependientes de Fe-11 que utilizan
ascorbato como cofactor para su funcionamiento (Liu et al., 1999). Por su parte, la enzima
ACS, requiere como sustrato al fosfato de piridoxal (PLP) (Gapper et al., 2013).

Estas dos enzimas son codificadas por una familia multigénica de 5 a 9 miembros que se
expresan diferencialmente durante el desarrollo y la maduracion del fruto, ademas en
respuesta a diversas sefiales ambientales y hormonales (Bouzayen et al., 2010; Li et al.,
2010). En banano (Musa AAA) se han reportado al menos 9 genes que codifican para ACS
(MA-ACS1-9: Musa acuminata ACC sintasa), los cuales estan ubicados en diferentes
regiones del genoma (Huang et al., 2006); ademas, se han descrito 3 genes que codifican
para ACO (MA-ACO1-3; Musa acuminata ACC oxidasa) (Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié,
2012). Diversos estudios han reportado a los genes MA-ACO1 y MA-ACS1 como los genes
claves involucrados en la biosintesis de etileno en banano (Xiao et al., 2013), de hecho,
Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié (2012), reportaron que en banano, los dnicos genes
responsables de la biosintesis de etileno durante maduracion son: MA-ACS1, MA-ACO1 y
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MA-ACO2, mientras que los demds, no juegan un papel importante. Por otro lado, en
tomate existen al menos 8 genes Le-ACS y 6 Le-ACO (Nakatsuka et al., 1997; Klee y
Giovannoni, 2011) y en manzana 3 genes Md-ACO y Md-ACS (Costa et al., 2005; Yang et
al., 2013).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de etileno en plantas. Tomado de Taiz y Zeiger, (2006).

Estudios filogenéticos han permitido afirmar que los miembros de la enzima ACO son
altamente conservados, mientras que los miembros de la familia multigénica de ACS son
estructurados en 3 tipos de acuerdo a los motivos (motifs) presentes en el dominio C-
terminal de la proteina (Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié, 2012). Tipo 1: proteinas con
dominio C-terminal extendido con 3 residuos de serina conservados, los cuales son blancos
para la fosforilacion por proteinas kinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated
protein kinase 6, MPK®6) y kinasas dependientes de Ca (Calcium dependent protein kinase,
CDPK), estas isoformas son activas cuando estan fosforiladas, mientras que aquellas que no
lo estan, son degradadas por el proteosoma ubiquitina 26S. Algunos ejemplos son: en
Arabidopsis: AtACS1, AtACS2, AtACS6; en Tomate: LeACS1A, LeACS1B, LeACS2,
LeACS®6; el tipo 2: son proteinas con dominio C-terminal corto con un solo sitio para
CDPK (Arabidopsis: AtACS9, AtACS8, ACS5, AtACS4; Tomate: LeACS8, LeACS7,
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LeACS3); el tipo 3: tienen el dominio C-terminal muy corto y carece de los sitios de
fosforilacion (Arabidopsis: AtACS11, AtACS7; Tomate: LeACS5, LeACS4)) (Argueso et
al., 2007; Seymour et al., 2013).

La secuencia de MA-ACOL1 en banano es de cerca de 900 pb, donde la region corriente
abajo de la caja TATA en posicion 851pb, presenta alta homologia con secuencias de genes
ACO en tomate y clavel, ademas la posicion y el nimero de intrones (tres) del gen MA-
ACO1 en banano son idénticos a los encontrados en clavel y tomate (Lopez-Gdmez et al.,
1997). Por su parte, analisis filogenéticos han permitido clasificar a los genes ACS en tres
grupos, uno compuesto por 3 miembros regulados por el etileno (MA-ACS1, MA-ACS5 y
MA-ACS8); otro compuesto por 4 miembros regulados por auxinas y/o por dafios (MA-
ACS2, MA-ACS3, MA-ACS4 y MA-ACS9) y otros de regulacion desconocida (MA-ACS6 y
MA-ACS7) (Huang et al., 2006; Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié, 2012). A su vez, los genes
ACS pueden ser clasificados en 4 clases dependiendo del nimero y posicién de los intrones,
en donde MA-ACS1 y MA-ACS2, presentan el mismo numero (3) y posicion de intrones,
comparado con At-ACS1 en Arabidopsis y Le-ACS2 y Le-ACS3 en tomate (Huang et al.,
2006; Karmawan, 2009). Con lo anterior, se puede afirmar que las diferencias en los genes
ACS estan asociadas a diferentes funciones en las plantas, por ejemplo, el gen MA-ACS2 es
inducido por dafios, mientras que MA-ACS4 es expresado constitutivamente durante la
maduracion, por lo cual su papel en este proceso parece no ser importante (Liu et al., 1999;
Inaba et al., 2007).

La expresion de los genes ACS y ACO es regulada positiva o negativamente por factores
bidticos y abidticos, dentro de los cuales se pueden citar: estrés, CO,, etileno, auxinas,
fotoperiodo (Choudhury et al., 2008), concentracion de O, (Asif et al., 2009; Li et al.,
2010), tejido del fruto, estado de maduracién (Liu et al., 1999; Xiao et al., 2013) y
antagonistas del etileno, como 1-Meticiclopropeno (1-MCP). Por ejemplo, en estado
preclimatérico, el gen MA-ACS1 no se expresa, mientras que MA-ACO1 presenta un nivel
basal de expresion constitutiva que aumenta con la maduracion (Liu et al., 1999; Pathak et
al., 2003). En general, la aplicacion de etileno exdgeno incrementa los niveles de
transcriptos (ARNm) de ACS y ACO en frutos climatéricos como: tomate (Solanum
lycopersicum Mill) (Nakatsuka et al., 1997), manzana (Malus domestica) (Yang et al.,
2013), durazno (Prunus persica) (Mathooko et al., 2004; Zhang et al., 2012), banano
triploide (Musa AAA) (L6pez-Gomez et al., 1997; Choudhury et al., 2008; Inaba et al.,
2007), banano diploide (Musa AA) (Hubert et al., 2010) pera (Pyrus cummunis) (Yamane
et al., 2007), gulupa (Passiflora edulis Sims) (Mita et al., 1998) y en hortalizas como
brécoli (Brassica oleraceae) (Ma et al., 2008).

Por su parte, Barry y Giovannoni (2007) y Bouzayen et al. (2010) indicaron que la
expresion de LE-ACS2, LE-ACS4, LE-ACO1 y LE-ACO4 en tomate incrementa en el pico
climatérico (sistema 2), mientras que Nakatsuka et al. (1997) reportan que en estado pre-
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climatérico (sistema 1: frutos verdes), existe una mayor expresion de LE-ACS6 y LE-
ACS1A. A su vez en manzana, el pico climatérico esta acompafiado por incremento de los
niveles de transcriptos de ACO y ACS (DalCin et al., 2006), donde Md-ACS1 parece ser el
responsable del climaterio, mientras que MdACS3 y Md-ACS5A parecen no estar asociados
(Li et al., 2010). Por su parte, en durazno, el gen PP-ACO1 incrementa su expresion
durante la maduracion (Mathooko et al., 2004). En aguacate la expresion de PA-ACS1
alcanza su maximo valor antes del pico climatérico, mientras que PA-ACO solo se
incrementa después del climaterio (Owino et al., 2002).

En banano, MA-ACS1, MA-ACO1y MA-ACO2 son los Unicos genes responsables de la
maduracion (Hubert y Mbéguié-A-Mbéguié, 2013). Lopez-Gomez, et al. (1997) reportaron
que la maduracién en banano inicia en la pulpa, lo cual estd correlacionado con mayor
expresion de MA-ACO1, MA-ACO2 y MA-ACS1 en éste tejido. Estos autores aseguran que
los niveles de transcriptos de ACO en la epidermis de banano, s6lo son detectados en el
estado climatérico y de post-climaterio, pero no en etapa pre-climatérica. Hubert et al.
(2010) reportaron para el banano diploide IDN 110 que el gen MA-ACS1 incrementa
continuamente desde el estado verde-inmaduro hasta el estado de sobremaduracion, luego
de lo cual disminuye su expresion. A su vez, los genes MA-ACO1 y MA-ACO2 presentan
maxima expresion en estado maduro, en donde MA-ACO1 es expresado 100 veces mas
comparado con MA-ACO2.

3.6. Senalizacion celular por el etileno

El tomate y el melon han sido los frutos modelo para estudiar la maduracion a nivel
molecular (Owino y Ezura 2008; Ezura y Owino, 2008). La sefializacion inicia con la union
del etileno a un grupo de receptores proteicos (con diferentes isoformas), lo cual induce una
secuencia de sefiales que conllevan a la expresion de genes relacionados con enzimas
implicadas en la maduracion (Kesari et al., 2007). Los receptores de etileno son proteinas
transmembranales del reticulo endoplasmatico codificadas por una familia multigénica
estructuralmente diferentes pero funcionalmente redundantes (Hall et al., 2007; Binder,
2008; Lacey y Binder, 2014). En Arabidopsis se han reportado 5 receptores de etileno,
ETR1-2, ERS1-2 y EIN4 (Klee y Giovannoni, 2011); en tomate 7 receptores (LeETR1-7,
NR (también referido como LeETR3) (Barry y Giovannoni. 2007); en manzana 5
(MdETR1, MdETR2, MdETR5, MdERS1, MdERS2) (Yang et al., 2013) y en brocoli 3
(Bo-ERS1, Bo-ETR1 y Bo-ETR2 (Ma et al., 2008).

Los receptores se han clasificado en 2 subfamilias de acuerdo a su estructura, donde la
subfamilia | presenta 3 elementos transmembranales cerca al dominio N-terminal (sensor),
mientras que la subfamilia Il tiene cuatro elementos. Los demas dominios (GAF; Histidine
kinase HK y recibidor) son conservados, no obstante, dentro del dominio HK, la subfamilia
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| presenta 4 elementos, mientras que la subfamilia Il s6lo presenta algunos (Owino y Ezura,
2008; Lacey and Binder, 2014) (Fig 2). En cuanto a la estructura de los genes que codifican
para los receptores, Theologis (1998) reportd que los intrones son conservados en su
posicion dentro de cada familia pero no entre las 2 subfamilias. La unién del etileno es
mediada por un cofactor cuprico (Cu(l)), el cual es llevado a los receptores por medio del
transportador RAN1 (Cervantes, 2002; Lacey y Binder, 2014).

Subfamily 1 Subfamily 2
ETR1 ERS1 ETR2 EIN4 ERS2
Lumen Signal Sequence
53 3| 3| 5| RS
ER Ethylene Binding
Membrane Domain
GAF domain
Cytosol

Kinase Domain

Receiver Domain

Figura 2. Estructura de las subfamilias de receptores de etileno en Arabidopsis. Tomado de
Lacey y Binder, (2014).

Con lo anterior se puede afirmar que existen diferencias estructurales en las proteinas de los
receptores, sin embargo, su funcién se considera redundante. En éste sentido, Binder,
(2008) afirman que todos los receptores contribuyen a la sefializacion del etileno,
existiendo un solapamiento funcional entre las diferentes isoformas. Por ejemplo, los
receptores ETR1, ETR2, EIN4 y ERS2 tienen funciones redundantes en la sefializacién del
etileno, por lo cual, mutaciones simples en dichos genes no ocasionan pérdida de la
sensibilidad al etileno (Theologis, 1998). A pesar de que existen funciones redundantes
entre receptores, se ha encontrado que dichos genes son inducidos diferencialmente por el
etileno, lo que sugiere que cada receptor tiene una afinidad diferente por esta hormona
(Theologis, 1998). Por su parte, Binder, (2008) afirman que todos los receptores no son
redundantes en su totalidad, debido a algunas mutaciones dobles en estos genes no pueden
ser compensadas con otros genes de receptores, lo que sugiere que algunos receptores
presentan mayor importancia durante la maduracion que otros.

Corriente abajo de los receptores se encuentra CTR1, la cual es una proteina quinasa Raf-
like ser/thr con similitud en su dominio C-terminal a la proteina encontrada en mamiferos
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MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) (Chen et al., 2005; Czarny et
al., 2006). CTR1 se localiza en el reticulo endoplasmaético interactuando con los receptores
(Barry y Giovannoni, 2007), CTR1 tiene todos los subdominios conservados para la
actividad quinasa, por tanto la homologia de CTR1 a MAPKKK implica que la sefializacion
ocurre mediante una cascada de fosforilaciones MAP-quinasa (Adams-Phillips et al.,
2004). CTR1 es un regulador negativo de la sefializacion de etileno, es decir que cuando
esta activo, se produce una cascada de fosforilaciones que impiden la activacion del factor
de transcripcién EIN2 ubicado corriente debajo de CTR1 (Chen et al., 2005), no obstante,
cuando el etileno se une al receptor se genera un cambio conformacional que impide la
interaccion receptor-CTR1, resultando en la inhibicion de la cascada de fosforilaciones de
CTR1, activando la via de sefializacion (Stepanova y Alonso, 2009; Ju et al, 2012) (Fig 3).
A pesar de ser un regulador negativo, su presencia es indispensable para la respuesta al
etileno, por ejemplo, en banano, se ha reportado que la expresion de MhCTR1 aumenta
justo antes del aumento de la produccién de etileno, lo cual corrobora la indispensabilidad
de CTR1 para activar la sefializacion por el etileno (Hu et al., 2012).

EIN2 es una proteina de membrana transportadora de metales con similitud a la familia
portadores de iones metalicos Nramp (Adams-Phillips et al., 2004). EIN2 es un regulador
positivo clave en la via de transduccion de sefial de etileno (Czarny et al., 2006), el cual
puede ser considerado un punto de convergencia comun de multiples vias de sefializacion,
incluyendo la del &cido abscisico, auxinas, citoquininas y jasmonatos (Adams-Phillips et
al., 2004). En presencia de etileno, la proteina CTR1 presenta un cambio conformacional
que impide la cascada de fosforilaciones, lo cual resulta en la escision del dominio C-
terminal de EINZ2, el cual a su vez, es transportado al ndcleo, en donde actda como un factor
de transcripcion (EIN3/EIL1) que induce la expresién de numerosos genes relacionados
con la maduracién (Ju et al., 2012) (Fig 3).

EIN3 es un factor de transcripcién, regulador positivo de las respuestas al etileno (Barry y
Giovannoni, 2007). En respuesta al etileno, EIN3 y EIL1 son estabilizados y acumulados en
el nacleo para la expresion de los factores de transcripcion ERF1 y EBF2 (Sang-Dong et
al., 2009). EIN3 se une a un motivo (motif) conocido como elemento primario de respuesta
al etileno (PERE) que esta presente en los promotores de los genes ERF1 y varios genes
relacionados con la senescencia y maduracion de frutos (Barry y Giovannoni, 2007). Es
decir, que EIN3 puede inducir directamente la expresion de algunos genes relacionados con
la maduracién o la expresion de otros genes que codifican para factores de transcripcion
(ERF1). En éste sentido, para banano, se han reportado 15 genes que codifican para ERF
(MaERF1 a MaERF15), algunos de los cuales pueden unirse directamente a los promotores
de los genes MA-ACS y MA-ACO induciendo su expresion durante la maduracion (Xiao et
al., 2013).
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Figura 3. Modelo de la sefializacion de etileno, en donde se muestra el papel de CTRL.
Tomado de Ju et al. (2012).

3.7. Antagonistas del etileno

La principal estrategia de conservacion en poscosecha es el manejo del etileno, ya sea
disminuyendo los niveles en la atmoésfera, blogqueando su sintesis o su accién elicitora
(Ayoub et al., 1976; Martinez-Romero et al., 2007). Existen una serie de compuestos que
disminuyen los efectos del etileno, como, citoquininas, CO,, 6xido nitrico, 6xido nitroso,
rhizobitoxina y diferentes alquenos ciclicos (Alexieva et al., 2004). Ademas, la literatura
reporta diferentes compuestos inhibidores de la biosintesis de etileno, como: inhibidores de
ACS (AVG y AOA); compuestos que afectan la actividad de ACO (CO,, etanol,
acetaldehido) y compuestos que compiten por el aminoacido metionina (Poliaminas)
(Martinez-Romero et al., 2007). A nivel de receptor se reportan al STS (tiosulfato de plata),
NBD (2,5 - norbornadieno), DACP (diazociclo pentadieno), olefinas ciclicas como el 1-
MCP (1-metilciclopropeno) como blogueadores de la accion elicitora del etileno (Arora,
2008; Paul y Pandey, 2013), sin embargo, los primeros 3 no se pueden usar en alimentos
por ser altamente tdxicos. Otra opcion para disminuir los efectos inducidos por el etileno, es
el uso de agentes oxidantes como KMnQO,, no obstante, éste no puede estar en contacto
directo con los alimentos (Martinez-Romero et al., 2007).

Una de las principales limitantes del uso de dichos compuestos en poscosecha de frutas y
hortalizas es su toxicidad, en este sentido el STS es altamente toxico para el ambiente y
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para los humanos (Grichko, 2006); el DACP es altamente reactivo, poco estable y toxico; el
NBD presenta un olor altamente desagradable (Reid y Staby, 2008). Por el contrario el 1-
MCP dispone de un modo de accion no toxico y es quimicamente similar a las sustancias
de origen natural (Blankenship y Dole, 2003). EI 1-MCP no es toxico para el ser humano ni
para el ambiente, ademas, fue registrado como un quimico GRAS (generally recognized as
safe) por la FDA (Food and Drug Administration) en el 2004 y como un compuesto seguro
“safer” por la EPA (Environmental Protection Agency) en el 2002. Los productos
comerciales de 1-MCP son EthylBloc®, SamartFresh™, SmartTabs™ y EthylBloc™, los
cuales contienen 0, 14, 3,3, 0,43 y 0.014 % de 1-MCP respectivamente. Cuando estos
productos son mezclados con agua u otras soluciones tampdn, liberan el 1-MCP en forma
de gas (FAO, 2010). Ademas, recientemente se ha reportado la aplicacion en pre-cosecha y
poscosecha de 1-MCP en forma de aspersién con el producto Harvista™ (Varanasi et al.,
2013) y para el tratamiento por inmersion de los frutos con la formulacion ‘AFxRD-300" (2
% de 1-MCP) (Paul y Pandey, 2013).

Varias investigaciones han demostrado que 1-MCP no es tdxico para los seres humanos y
su residualidad es insignificante, debido a que actla a concentraciones muy bajas, del orden
de partes por billon (ppb) (Lurie y Paliyath, 2008). La toxicidad en animales y seres
humanos, son bajas, en donde, la DL50 por ingestion en ratas fue mayor a 5 kg kg™,
ubicandolo en la categoria toxicol6gica IV. Ademés, el 1-MCP no es un agente
mustagénico. Por lo cual se aprobo6 para la aplicacion en mas de 20 paises, incluyendo,
Austria, Bélgica, Francia y Espafia, entre otros, (EPA, 2002).

3.8. 1-Metilciclopropeno

Los estudios del 1-MCP parten de la investigacion realizada por Edward Sisler en la
Universidad de Carolina del Norte desde 1984. Sisler sintetiz6 varias olefinas (compuestos
con propiedades parecidas al etileno) como el 2,5-norboARNdieno, DACP y 1-MCP
inicialmente llamado SIS-X, encontrando un mejor comportamiento del 1-MCP (Reid y
Staby, 2008). El papel del 1-MCP en la ciencia y la tecnologia poscosecha es doble, debido
a que por un lado proporciona una tecnologia eficiente y simple para preservar la calidad de
frutas y hortalizas, aumentando la vida util y manteniendo la calidad de los productos
agricolas frescos (Nanthachai et al., 2007). Ademas, el 1-MCP es una herramienta en la
investigacion de los mecanismos moleculares fundamentales que intervienen en la
regulaciéon de la maduracién y senescencia de los frutos, debido a que bloquea la via de
sefializacion del etileno (Blankenship y Dole 2003; Lurie y Paliyath, 2008).

A nivel estructural el 1-MCP (C4Hg) es una olefina ciclica (Fig 4), analoga al producto de la
descomposicion del DACP, teniendo una funcion similar, pero menos toxica y mas estable
bajo condiciones normales (Serek et al., 1995). Bajo condiciones ambientales el 1-MCP es
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un gas, razon por la cual se utiliza a-ciclodextrina para realizar formulaciones comerciales
en polvo que liberan el 1-MCP cuando se mezclan con el agua (Blankenship y Dole, 2003).

CH,

Figura 4. Estructura molecular del 1-MCP.

El mecanismo de accion del 1-MCP se realiza mediante el bloqueo de los receptores de
etileno, con lo cual se inhiben o retrasan las respuestas inducidas por ésta hormona en los
tejidos de la planta, por largos periodos de tiempo (Jiang y Joyce, 2003), reduciendo las
pérdidas en poscosecha de frutos climatéricos e incluso en frutos no climatéricos (Valero et
al., 2004). Sisler et al. (1996), reportan que el 1-MCP se une de manera irreversible a los
receptores de etileno, bloqueando la cascada de transduccion de sefiales que conllevan a la
expresion de genes relacionados con la respuesta al etileno (Pathak et al., 2003;
Blankenship y Dole 2003). El 1-MCP es una molécula con un grupo metilo unido a un
doble enlace, con estructura de aleno, y es probable que esta sea la razén de la capacidad de
unirse al Cu(l) presente en los receptores (Sisler y Serek, 1997).

La efectividad del blogueo de los receptores por el 1-MCP estd dada por la muy baja
constante de inhibicién (Ki = 2-8 nL L™), comparado con la constante del etileno (Kd = 36
nL L™) (Serek et al., 1995), es decir que el 1-MCP presenta al menos 10 veces mayor
afinidad por los receptores comparado con el etileno (Sisler y Serek 1997). Si bien, la union
del 1-MCP a los receptores es irreversible (Sisler et al., 1996; Blankenship y Dole, 2003),
también se ha reportado que los tejidos pueden sintetizar nuevos receptores a los que puede
unirse el etileno y desencadenar la secuencia de sefiales que llevan a la expresion de genes
durante la maduracion (Sisler et al., 1996; Cameron y Reid, 2001; Blankenship y Dole,
2003); es decir, que el 1-MCP s6lo inhibe temporalmente la sintesis de receptores (In et al.,
2013). La sintesis de nuevos receptores lleva a la recuperaciéon de la sensibilidad de los
tejidos al etileno, por lo tanto, en teoria los frutos recuperan la capacidad de madurar
normalmente. Se ha reportado que el tratamiento con 1-MCP inhibe la maduracion por 10
dias en aguacate (Blankenship y Dole, 2003), 5-10 dias en tomate y 12 dias en clavel y
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banano (Sisler y Serek, 1997), sin embargo, posteriormente los frutos maduran
normalmente.

3.8.1. Factores que afectan la eficacia del 1-
Metilciclopropeno

Existen diferentes factores que influyen en la respuesta al tratamiento con 1-MCP, los
cuales incluyen: cultivar, estado de desarrollo, tiempo de la cosecha al tratamiento,
maultiples aplicaciones y temperatura durante el tratamiento, entre otros (Blankenship y
Dole, 2003; Park, 2012). Paul y Pandey, (2013) clasificaron los factores en dos grupos: (1)
aquellos relacionados directamente con el fruto (especie, variedad, cultivar, estado de
madurez, velocidad de maduracién, nivel interno de etileno, caracteristicas morfolégicas y
anatémicas, cantidad de receptores, sitios no blanco de union al 1-MCP, capacidad de
regeneracion de receptores) y (2) aquellos relacionados con el ambiente (tiempo entre la
cosecha y el tratamiento con 1-MCP, temperatura durante la aplicacion, duracién del
tratamiento, concentracién del 1-MCP). En banano, los factores mas importantes que
influyen en la respuesta al 1-MCP son estado de madurez y la interaccion entre la
concentracion de 1-MCP y tiempo de tratamiento (Jiang y Joyce, 2003), en donde a mayor
concentracion, menor es el tiempo de tratamiento requerido (Jiang et al., 1999b). La
importancia del estado de madurez, cultivar y las variables de exposicion (tiempo,
temperatura y concentracion) son complejas y siguen siendo el foco de muchas
investigaciones (Watkins, 2006).

La concentracion de 1-MCP oOptima para bloquear la accion de etileno, varia entre especies,
pero normalmente se encuentra en el rango de 1 nL L™ a 100 pL L™, mientras que el
tiempo de tratamiento oscila entre 2 y 36 h (Blankenship y Dole, 2003). En banano, no se
reporta una dosis optima y las investigaciones realizadas muestran aplicaciones desde 3 nL
L™ hasta 30 pL L™, con diferencias en la respuesta durante la maduracion, a su vez, el
tiempo de tratamiento varia entre 0 y 24 h. Jiang et al., (1999b) reportan que una dosis de 1
uL L™ es efectiva para reducir los efectos negativos del etileno y prolongar la vida en
poscosecha de banano, aunque se observa una respuesta favorable a concentraciones
inferiores. Sin embargo, concentraciones demasiado altas (30 pL L™) afectan de manera
irreversible la maduracion (Bagnato et al., 2003), llevando a una coloracién desuniforme de
la epidermis. Resultados similares fueron reportados por Pardo y Rubio, (2004) con
concentraciones de 1,89 uL L™
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3.8.2. Algunos estudios de caso.

A partir del descubrimiento del 1-MCP se han realizado diversos estudios que han
mostrado un efecto significativo en la disminucion de la maduracion de diversos productos
agricolas. Las concentraciones dptimas varian entre especies, Blankenship y Dole (2003)
realizaron una revision, en donde se muestra que las concentraciones oscilan entre 0,01 uL
L™ y 100 uL L™ con un tiempo de tratamiento entre 2 y 36 horas. Entre los frutos se puede
citar estudios realizados en banano por Jiang et al. (1999), Jiang y Joyce, (2003); Chang-
Yuen y Saenz (2005) y Zhang et al. (2006), encontrando disminucién de la maduracién, del
ablandamiento, de la emision de volatiles, del pico respiratorio, de la actividad de ACO y
ACS, y aumento de la vida en poscosecha. En mango, Singh et al. (2007) reportaron que
con la aplicacion de 1-MCP se logr6 el mantenimiento de la firmeza del fruto y la
inhibicion de la actividad de las enzimas catalasa, sUper oxido dismutasa y ascorbato
peroxidasa, lo cual afectd el balance en el metabolismo del oxigeno.

En pera Mahajan et al. (2010), reportan disminucion de la pérdida de peso, mantenimiento
de la firmeza y calidad, aumentando la vida poscosecha. En fresa (Tian et al., 2000) se
detect6 una disminucién de la respiracion. En papaya, Thumdee et al. (2010) reportaron
que el 1-MCP retrasa la produccion de etileno, la respiracion climatérica, el desarrollo de
color de la epidermis, y el ablandamiento, sin afectar el contenido de solidos solubles
totales y la pérdida de peso. En melén el uso de 1-MCP inhibio la actividad de las enzimas
poligalacturonasa (PG), B-galactosidasa (B-gal) y B-galactanasa, manteniendo la firmeza de
los frutos (Supapvanich y Tucker, 2011). En flores de corte (Serek et al., 1995) hubo un
incremento de la vida en florero. En granadilla, Dussan et al. (2011) reportaron un
incremento de la vida atil con el uso de 1-MCP, conservando las caracteristicas
organolépticas como sabor y color. En mangostino, se logré6 aumentar la vida en
poscosecha, disminuyendo los niveles de produccion de etileno y niveles de ACC y ACO
en la epidermis, pero no en la pulpa (Piriyavinit et al., 2011).

A nivel molecular se ha encontrado que el 1-MCP afecta la expresion de genes relacionados
con la maduracion. ElI 1-MCP disminuye la acumulacion de transcriptos (ARNm) de genes
relacionados con la biosintesis de etileno ACS y ACO, con lo cual se disminuye la
produccion de etileno y se retrasa la maduracion. Por ejemplo en manzana, el 1-MCP
disminuyd la expresion de los genes MAACS1, MdACO1 y MdACO2 (Yang et al., 2013);
en banano, de los genes MA-ACS1 y MA-ACO (Golding et al., 1999; Inaba et al., 2007); en
tomate, de LeACS2 y LeACS4 (Klee y Giovannoni, 2011); en durazno, de PpACO (Zhang
et al., 2012); en nectarinas, de ACS, ACO1 y PaACO2 (Bregoli et al., 2005), incluso en
brécoli, de BOACS2 (Ma et al., 2009). Ademas, el 1-MCP también afecta la expresién de
genes que codifican para receptores de etileno, como BoERS; BOETR1; BoETR2 en brocoli
(Ma et al., 2009); PaERS1 en aguacate (Owino et al., 2002). Otros estudios muestran que el
1-MCP también reduce el ablandamiento de los frutos, debido a que disminuye la expresion
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de genes relacionados con enzimas que degradan paredes celulares, por ejemplo, ACXET
(xyloglucano endotrans glicosilasas) y ACEXP (expansinas) en chirimoya (Li et al., 2009).

Hasta la fecha no se han reportado estudios del efecto del 1-MCP en la expresion de genes
relacionados con la biosintesis del etileno en frutos de bananito durante la etapa
poscosecha, lo cual supone una oportunidad importante para el estudio a nivel molecular de
la maduracion de estos frutos, teniendo en cuenta que son altamente perecederos.

3.9. Cuantificacion de la Expresion de genes usando
PCR en tiempo real

La expresion génica es un proceso esencial de los virus y todas las formas de vida,
incluyendo las células eucariotas y procariotas, para generar productos macromoleculares
indispensables para la vida y regular el metabolismo celular, entre otros procesos (Farsani y
Mahdavi, 2011). La expresion de genes se refiere a los niveles de transcriptos de ARN
mensajer (ARNm) presentes en la células (VanGuilder et al., 2008), los cuales varian en
tiempo, espacio y dependen de los diferentes tipos de células y de las condiciones
ambientales (Farsani y Mahdavi, 2011). Existen diferentes métodos para determinar
cuantitativamente la expresion de genes, dentro de los cuales se pueden citar: el northern
blot, el andlisis serial de expresion génica (SAGE), el analisis rapido de expresion génica
(RAGE), los microarreglos (microoarrays) y las variantes de la reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), conocidos como PCR semicuantitativo
(QPCR) y PCR en tiempo real o PCR cuantitativo (Real Time-quantitative PCR o RT-
gPCR) (Roth, 2002).

La PCR tradicional o de punto final (End Point) es una técnica de amplificacién in vitro de
acidos nucleicos que se basa en tres pasos: denaturacion, anillamiento y extension, los
cuales se realizan de manera ciclica y a través de cambios de temperatura y tiempos
definidos en un termociclador (Bowyer, 2007). En general, la PCR puede ser dividida en
cuatro fases: fase de ruido de fondo, fase exponencial, fase lineal y fase de meseta. La fase
exponencial presenta una cinética exponencial, en la cual, la cantidad de molde (ADN o
ADN complementario, ADNc) es duplicado en cada ciclo de PCR, siempre y cuando la
eficiencia de la PCR sea del 100 % (Evrard et al., 2010). Cuando se parte de ARN es
necesario primero realizar una reaccion de transcripcion reversa para obtener ADNc, esta
variante se conoce como PCR reverso, la cual permite detectar los transcriptos y por tanto
analizar la expresion génica (Farsani y Mahdavi, 2011).

En la PCR de tiempo final como en la gPCR, los productos de la PCR son sometidos a gel
de electroforesis y tincion con bromuro de etidio para determinar la concentracion de ADN
final con radiacion UV. Sin embargo, ésta metodologia no es muy adecuada, debido a que
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implica manipulacion del ADN posterior a la PCR, ademéas la cuantificacion no es
altamente fiable, puesto que al final de la PCR (meseta) diferentes muestras alcanzan el
mismo nivel de concentracién, aun cuando la cantidad inicial de molde es diferente (Roth,
2002; VanGuilder et al., 2008).

La RT-gPCR permite no solo detectar e identificar sino también cuantificar el producto
amplificado a traves del uso de agentes fluorescentes que interactian con el ADN/ADNc
mientras éste amplifica, por lo tanto, la sefial de fluorescencia es directamente proporcional
a la cantidad de producto producido (Evrard et al., 2010). Esta técnica requiere de un
termociclador especial, capaz de registrar en tiempo real la fluorescencia emitida, producto
de la amplificacién del molde, lo cual la hace que sea una técnica costosa de implementar
(Giulietti et al., 2001). Existen diferentes tecnologias de fluorescencia usadas para la
cuantificacion durante la RT-qPCR. Dependiendo de la tecnologia, la sefial de
fluorescencia es generada en diferentes etapas de la PCR (VanGuilder et al., 2008). —
Algunos de los compuestos fluorescentes utilizados en la RT-gPCR son: bromuro de etidio,
Sybr Green | (SG), PicoGreen (PG), sondas de hidrolisis Tagman, sondas fluorescentes de
oligonucledtidos, sondas de hibridacion, beacons moleculares, entre otros (Evrard et al.,
2010).

Los compuestos mas utilizados son el SYBR Green y las sondas Tagman (VanGuilder et
al., 2008). El colorante SYBR Green se une al surco menor de todos los DNA de doble
cadena (dsDNA) cada 10pb, generando fluorescencia que es absorbida a 530nm. Con lo
anterior, a medida que la polimerasa amplifica las secuencias de DNA blanco, los
productos de PCR de dsDNA incrementan, por tanto se incrementa la sefial fluorescente
(Evrard et al., 2010). EI SYBR Green es facil de usar y es econdémico, sin embargo, la
unién al DNA no es selectiva y pueden generar falsos positivos cuando se presentan
dimeros de Primers (Bowyer, 2007). Por su parte, la sonda 5" nucleasa Tagman, tiene un
reportero fluorescente unido al terminal 5° y un quencher (extintor) al extremos 3'. La
sonda se une a una secuencia especifica del DNA molde entre el primer sentido (forward) y
antisentido (reverse), con lo cual, cuando ocurre la polimerizacion por la Taq polimerasa,
con su actividad exonucleasa ocasiona la liberacion del reportero, generando una sefial de
fluorescencia (Roth, 2002).

La cuantificacion de la expresion génica por PCR en tiempo real, consiste en determinar el
ciclo umbral (C;) o punto de cruce de (Cy), que corresponde al nimero del ciclo en el cual la
sefial de fluorescencia es significativamente mas fuerte que el ruido de fondo, es decir
ocurre en la fase exponencial temprana (Evrard et al., 2010). EI C; es inversamente
proporcional a la concentracion inicial del molde (go) (cADN), por lo tanto, el nimero de
ciclos de PCR necesarios para alcanzar el C; serd bajo cuando el qo sea alto, es decir, a
mayor cantidad de transcriptos (ARNm) del gen de interés, mayor expresion del gen (Fig 5)
(Evrard et al., 2009). Hasta el momento, se han reportado dos formas de cuantificacion:
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absoluta y relativa. En la cuantificacién absoluta, se determina el go utilizando curvas de
diluciones seriadas de ARN o cADN, y se conoce el nimero de copias exacto de un gen de
interés (Pfaffl, 2006). La cuantificacion comparativa o relativa, utiliza un gen de referencia
“house keeping”, en donde su expresion es relativa a un gen blanco o de interés (Livak y
Schmittgen, 2001). Este ultimo tipo de cuantificacion no requiere de una curva de
calibracion, sin embargo, se debe asegurar que la expresion del gen de referencia sea
constitutiva y que no cambie con las condiciones experimentales, ni a través del tiempo
(Pfaffl, 2006). Los genes de referencia mas utilizados son Actina, B-actina, gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 16S ARNr, entre otros (Roth, 2002; Platts et al.,
2008). En estudios de expresion génica en banano, el gen de referencia més utilizado es
ACT (Zhang et al., 2006; Liu et al., 2007; Inaba et al., 2007; Hubert et al., 2010).
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Figura 5. Curva de amplificacion por PCR en tiempo real, mostrando la relacién entre el Cty el qo.
Tomado de (Evrard et al., 2009).

Los métodos de cuantificacidn relativa pueden ser resumidos como métodos ACp, es decir
la diferencia entre el Ct del gen de interés y el gen de referencia. Una variacion del método,
es el AAC, 6 AAC,, el cual contempla otros aspectos, como el uso de calibradores (punto
cero, inicio de maduracion, y muestras sin tratamiento, entre otros) (Livak y Schmittgen,
2001). Existen diferentes métodos matematicos para determinar la relacion de expresion
relativa (R), en donde, las unidades utilizadas son irrelevantes, y pueden ser comparadas a
través de multiples experimentos que involucren RT-qPCR (Pfaffl, 2006). Los modelos
matematicos mas utilizados, son los reportados por Pfaffl (2001), el cual contempla la
correccion de la eficiencia de la PCR y el método propuesto por Livak y Schmittgen
(2001), que asume que la eficiencia de la PCR es cercana al 100 % y que las muestras no
tienen diferencias de eficiencia de mas del 10 %.
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