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Resumen

El ion potasio (K*) es el macronutriente mas abundante en la célula vegetal y es fundamental
para numerosas funciones de la planta, incluyendo el rendimiento y la calidad del fruto. Por
ello, el estudio de su dinamica celular durante el desarrollo tiene una gran importancia, ya que
puede ser un factor esencial que determine la vida poscosecha del fruto. El objetivo de este
proyecto es determinar y comparar el contenido de potasio en distintos estadios de maduracion
del fruto de fresa. Para ello, se utilizaron frutos del cv. ‘Chandler’ control sin transformar y dos
lineas de fresas (PG29 y 18A37) que contienen un gen de poligalacturonasa (FaPG1) en
antisentido (PG29) o editado (18A37). Los frutos de estas lineas transgénicas muestran una
vida postcosecha mas prolongada que los frutos control. Para la cuantificacion del K* se
utilizaron dos procedimientos distintos, a través de técnicas electrofisioldgicas y espectrometria
atébmica (EAT). En el primer caso, se ha optimizado la medida del potencial de membrana de
células del fruto de fresa con técnicas electrofisiologicas, se han estimado las concentraciones
de potasio citosolico a partir del potencial de difusién, y se ha analizado la concentracién de
iones por EAT. Los resultados obtenidos muestran que el K* citosélico disminuye conforme
avanza la maduracion del fruto en fresas control. Sin embargo, los frutos transgénicos en estadio
verde contienen menos K* citosélico que los frutos control. La concentracion de potasio total
en el tejido del receptaculo fue similar en fresas control y en transgénicas PG29, y en estos dos
genotipos a lo largo de la maduracién. Por el contrario, los niveles de Mn, Zn, Ca, Mg, Na, asi
como el carbono y el nitrégeno total presentan disminuciones significativas en el transcurso de
este proceso. Los resultados obtenidos sugieren que hay una posible relacién entre firmeza de
fruto y contenido interno de K*, y éste a su vez, se ve modificado al inhibir el gen FaPGL1.
Como posibles perspectivas de investigacion futuras, entre otras, seria de gran interés estudiar
el papel que tiene la poligalacturonasa en la acumulacion del potasio en fases tempranas de la
maduracion; el mecanismo por el cual el potasio podria viajar durante la maduracion a otras
partes del tejido del receptaculo, como la vacuola; y la causa de que a medida que progresa este

proceso, la mayoria de los iones sufran una disminucion.

Palabras clave: lon potasio (K*), fresa, maduracion, poligalacturonasa, técnicas
electrofisiologicas, espectrometria atomica (EAT), potencial de membrana, potencial de

difusion.
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Abstract

The potassium ion (K*) is the most abundant macronutrient in the plant cell and is essential for
numerous plant functions, including yield and fruit quality. Therefore, the study of its cellular
dynamics during development is of great importance, since it can be an essential factor that
determines the postharvest life of the fruit. The objective of this project is to determine and
compare the potassium content at different stages of ripening of the fruit of cv. ‘Chandler’
untransformed control strawberries and two strawberry lines (PG29 and 18A37) containing an
antisense (PG29) or edited (18A37) polygalacturonase (FaPG1) gene. he fruits of these
transgenic lines show a longer postharvest life than the control fruits. For the quantification of
K+, two different procedures were used, through electrophysiological techniques and atomic
spectrometry (EAT). In the first case, the measurement of the membrane potential of strawberry
fruit cells has been optimized with electrophysiological techniques, cytosolic potassium
concentrations have been estimated from the diffusion potential, and the ion concentration has
been analyzed by EAT. The results obtained show that cytosolic K+ decreases as fruit ripening
progresses in control strawberries. However, green-stage transgenic fruits contain less cytosolic
K+ than control fruits. Total potassium concentration in receptacle tissue was similar in control
and transgenic PG29 strawberries, and in these two genotypes throughout ripening. On the
contrary, the levels of Mn, Zn, Ca, Mg, Na, as well as carbon and total nitrogen show significant
decreases during this process. The results obtained suggest that there is a possible relationship
between fruit firmness and internal K* content, and this, in turn, is modified by inhibiting the
FaPG1 gene. As possible future research perspectives, among others, it would be of great
interest to study the role of polygalacturonase in the accumulation of potassium in early phases
of maturation; the mechanism by which potassium might travel during maturation to other parts
of the receptacle tissue, such as the vacuole; and the cause that as this process progresses, most
of the ions suffer a decrease.

Keywords:
Potassium ion (K+), strawberry, ripening, polygalacturonase, electrophysiological techniques,

atomic spectrometry (EAT), membrane potential, diffusion potential.
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1. Introduccidén

1.1. Contenido y transporte de potasio en la célula vegetal

El ion potasio (K*) es el macronutriente mas abundante en la célula vegetal y juega un
papel importante en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en
el rendimiento y la calidad del fruto, incluyendo su tamafio, los solidos solubles de su
interior y su color. Ademas, este cation tiene una fuerte influencia en el pH de este, por lo
que también es fundamental para la acidez (Rogiers et al., 2017; Song et al., 2017). Dada
su importancia para la calidad del fruto, la variacion de su contenido a lo largo de la

maduracion puede desvelar nueva informacion de gran interés.

El potasio esté presente en el citosol con mayor concentracion: en torno a 100 mM en
forma de ion potasio soluble (Anschiitz et al., 2014; Shabala and Pottosin, 2010). Las
concentraciones estables de K* citosélico son fundamentales para el mantenimiento del
potencial de membrana y, por lo tanto, este catidn es esencial para la absorcion de otros
iones y azucares. Su incorporacion en la célula depende de las actividades de las proteinas
transportadoras de K* unidas a la membrana, que operan en un amplio rango de
concentraciones de potasio (Britto and Kronzucker, 2008; Rogiers et al., 2017). Las
concentraciones de K* citosdlico estan estrictamente reguladas a través de la regulacion
integrada de la captacién y salida de K* en la membrana plasmatica, y la importacién y
exportacion de K* en el tonoplasto, flujos catalizados por transportadores en la membrana
plasmaticay en le membrana del tonoplasto, respectivamente (Britto and Kronzucker, 2008;
Leigh, 2001). Se cree que la concentracion del ion potasio en el citosol disminuye solo
cuando se ha agotado en la vacuola (Walker et al., 1996). Por el contrario, el excedente de
K* se transporta a la vacuola para mantener el K" citosolico dentro de unos limites,
independientemente de la abundancia de K* en el medio. En el rango habitual de potencial
de membrana del tonoplasto (20-40 mV, interior positivo) y de concentracion de K*
citosélico (80 mM), el transporte de K* hacia la vacuola en células con exceso de ion potasio
ocurre contra el gradiente electroquimico y necesita energia (Walker et al., 1996; Martinoia
et al., 2000).
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Por todo lo mencionado hasta ahora, el transporte del potasio es un componente clave
en la regulacion de la diferencia de potencial eléctrico. Asimismo, hay factores como la
concentracion de potasio extracelular que pueden hacer que se reajuste el potencial. Las
membranas se despolarizan en respuesta a aumentos de concentracion de K* externa y se

hiperpolarizan con su disminucion (Britto and Kronzucker, 2008).

La captacion de potasio en las células estd mediada por canales pasivos de potasio o por
transportadores activos. Los primeros canales de potasio que fueron aislados e identificados
fueron KAT1 y AKTL1 en Arabidopsis. El canal AKT es de alta afinidad y juega un papel
importante en la captacion de potasio en las raices y su expresion es fuertemente inducida
por ABA. Por lo tanto, este canal, a través de la sefializacion de ABA, es fundamental para
el desarrollo y la maduracion del fruto (Rogiers et al., 2017; Song et al., 2017). Ademas de
estos canales, en cierta medida, también son utilizados para la entrada de potasio canales
cationicos no selectivos. Todos estos canales estan fundamentalmente mediados por voltaje
y son los responsables del componente difusivo. (Taiz & Zeiger, 2006; Shabala & Pottosin,
2010).

Para los sistemas de incorporacion de K*, se han descrito dos mecanismos, ya que a
bajas concentraciones de potasio externas se pone en marcha el sistema de transporte de alta
afinidad (HATS) para el potasio, mientras que a concentraciones externas superiores a 1
mM los patrones de transporte de K* se ven dominados por un sistema cinéticamente
distinto que apenas muestra saturacion. Este ultimo mecanismo se denomind sistema de
transporte de baja afinidad (LATS). EI modelo de dos mecanismos para el transporte activo
de potasio se representa en la Fig. 1. En el mecanismo HATS, el flujo termodindmicamente
desfavorable de K* es impulsado por el flujo favorable de H*; el equilibrio en las cargas se
logra mediante el bombeo hacia el exterior de dos protones por parte de la ATPasa de
protones de la membrana plasmatica. Por el contrario, en el mecanismo LATS, un uniporte
de potasio se equilibra eléctricamente por el flujo de salida impulsado por ATP de un proton.
(Britto & Kronzucker, 2008; Leigh, 2001). Un transportador especialmente descrito es el
conocido como HAK, un simportador de K*/H*, que funciona utilizando el mecanismo
HATS y es energéticamente costoso, pero actla a concentraciones extremadamente

reducidas de potasio externo (Rogiers et al., 2017).
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Figura 1. Mecanismos generales de entrada activa de potasio en la célula vegetal a través de HATS (diagrama
superior) y de LATS (diagrama inferior). Fuente: Britto & Kronzucker (2008).

1.2. Potencial de membrana en células vegetales

La diferencia de cargas generada por el transporte de iones a través de la membrana es la
causante de que se genere el potencial de membrana. En la membrana plasmatica, la actividad
de la H+ ATPasa, que saca protones consumiendo energia metabdlica, genera un déficit de
carga positiva en el citosol. Ademas, cada ion atraviesa la membrana difundiendo a favor de su
gradiente de potencial electroquimico, para lo cual su permeabilidad para ese ion tiene un papel
fundamental. La membrana plasmatica de la célula vegetal es especialmente permeable al paso
del cation potasio, por lo que su difusion da como resultado un potencial eléctrico negativo con
respecto al medio. Al potencial de membrana generado se le llama potencial de difusion.
Aunque el gradiente de concentracion no haya cambiado, el transporte se encuentra en
equilibrio debido a las cargas, es decir, el flujo pasivo a través de la membrana es el mismo en
ambas direcciones. Los flujos estan relacionados con el potencial electroquimico por lo que, en
el equilibrio, estos también se igualan a los dos lados de la membrana. Es posible calcular la

diferencia de potencial eléctrico para mantener la diferencia de concentracion de un

6
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determinado ion entre los dos compartimentos, la cual se conoce como potencial de Nernst para
un ion. Asimismo, la ecuacion de Nernst (Fig. 2A) establece que la diferencia de
concentraciones de un ion (o) en el equilibrio a ambos lados de la membrana estd a su vez
equilibrada por la diferencia de voltaje existente. En el caso de un ion monovalente como es el

cation potasio, esta ecuacion se simplifica a 25°C (Fig. 2B) (Taiz & Zeiger, 2006).

C 0
AE, = 2 3I§T log cpl
Zg Cy
B 0
C(P

1

AE, =39ug log =
¢

Figura 2. Ecuacion de Nernst. A Eo es el potencial de Nernst para el ion ¢; Ce° representa la concentracion del
ion en el exterior; Co' la misma en el interior de la célula; y 59ug indica 59 mV. Fuente: Taiz & Zeiger (2006).

Respecto a las células vegetales y, por tanto, también a las células del fruto, el catién
potasio es el que presenta la mayor concentracion interna y permeabilidad de la membrana. Es
por esto por lo que el potencial de difusion puede considerar despreciables los potenciales de
Nernst para el resto de los iones y aproximarse al potencial de Nernst para el K™ (Taiz & Zeiger,
2006). De esta manera, es posible utilizar el potencial de difusién obtenido de la medicién
directa del mismo con un voltimetro, para calcular la concentracion interna del K*, a una

concentracion externa conocida, tal y como se detallara en el apartado siguiente.

Como se ha mencionado anteriormente, el potencial de membrana tiene un segundo
componente, ya que experimenta valores mucho mas negativos en las células vegetales (de -
200 a -100 mV) de los que se esperaria si solo actuara el componente difusivo. La bomba
electrogénica H'-ATPasa de la membrana plasmatica es el principal determinante del potencial
de membrana, ya que esta es la principal responsable del transporte activo a través de la misma.

Este transporte de protones genera la fuerza motora necesaria para la difusion de K*, ademas
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de tener una repercusion directa en los transportadores HATS al existir el simporte de protones
con el potasio (Taiz & Zeiger, 2006; Britto & Kronzucker, 2008).

1.3. Técnicas de obtencion directa o indirecta del contenido de

potasio y otros elementos

Para obtener los datos de contenido de potasio existen diferentes posibilidades en cuanto a
las técnicas. Aquellas que se han considerado las mas adecuadas han sido la electrofisiologia,
gue nos permite estimar la concentracion de potasio en el citosol a partir del potencial de
difusion; y la espectrometria atomica, cuyo resultado es la medida directa del contenido i6nico
de la muestra. Esta Gltima también ha podido ser utilizada para medir la concentracion de otros

iones y elementos presentes en las muestras. Estas técnicas se describen a continuacion.

1.3.1. Obtencién indirecta del contenido de potasio a través de técnicas

electrofisioldgicas

Las técnicas electrofisiologicas permiten obtener valores de contenido de potasio
intracelular de forma indirecta mediante la medida del potencial de difusion a concentraciones
conocidas de medio externo. En general, el procedimiento utilizado para medir
electropotenciales en células vegetales es, como se muestra en la Fig. 3, el de insertar un
electrodo de vidrio microcapilar con la ayuda de un micromanipulador en una célula bajo

observacién microscopica (Leidi et al., 2010; Higinbotham, 1973; Taiz & Zeiger, 2006).
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Figura 3. Diagrama de un voltimetro al que estdn conectados dos microelectrodos, uno de referencia y otro de

medida, los cuales miden el potencial de membrana a través de la membrana celular. Fuente: Taiz & Zeiger (2006).

Para obtener el potencial de difusion, es necesario afiadir al medio externo una cierta
cantidad de cianuro, el cual cancelaria la respiracion celular en la mitocondria si no fuese por
los mecanismos que la célula vegetal tiene para reducir este efecto considerablemente. Por ello,
se puede combinar con &cido salicilhidroxamico (SHAM), un inhibidor de la resistencia a la
evitacion de la respiracion del cianuro, para lograr la totalidad de su efecto. De este modo, los
transportadores activos que necesitan ATP para funcionar se anulan y solo quedan los pasivos,
es decir, solo funciona el transporte por difusion, lo cual nos permite medir el potencial de
difusion (Leidi et al., 2010; Fernandez et al., 1999).

Conociendo el potencial de difusion, es posible calcular la concentracion del ion potasio
citosélico. Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, el potencial de difusion medido
en la célula se puede considerar similar al potencial de Nernst del potasio, puesto que este es el
que presenta una mayor permeabilidad de la membrana y una mayor concentracion en el citosol,
considerando despreciables los potenciales de Nernst del resto de iones. Asi, a una
concentracion externa conocida de K*, y con la medida del potencial de difusién de la célula,
podemos estimar la concentracion de K* en el citosol despejandola de la ecuacion de Nernst
simplificada para los iones monovalentes a 25°C que aparece en la Fig. 2B (Leidi et al., 2010;
Taiz & Zeiger, 2006).
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En el caso de frutos, la aplicacion de técnicas electrofisiolégicas es practicamente
inexistente, debido a las dificultades técnicas que plantea este tipo de tejido.

1.3.2. Obtencidn directa del contenido idnico a traves de espectrometria atomica

La base de la espectrometria atomica es la medicion de los espectros de absorcion, emision
o fluorescencia de atomos o iones elementales. La informacion atdmica se obtiene a partir de
dos regiones del espectro, que son la de rayos X y la ultravioleta/visible. Los espectros atdbmicos
de esta ultima se consiguen tratando la muestra térmicamente a una temperatura lo
suficientemente alta como para mantener los atomos en su estado fundamental, obteniendo una
mezcla gaseosa. A partir de la absorcion, emision o la fluorescencia de esta mezcla es posible
determinar cuantitativa y cualitativamente los elementos que hay en la muestra (Robinson, J.
W., 1996).

1.4. Papel del K™ en la maduracion del fruto

En primer lugar, cabe destacar que el fruto de fresa es un modelo de fruto no climatérico,
lo cual significa que su tasa respiratoria se mantiene aproximadamente constante y no tiene un
pico de concentracion de etileno como consecuencia de un proceso autocatalitico con respecto
a la concentracidon basal, hormona que en frutos climatéricos es esencial para que se produzca

la maduracion (Symons et al., 2012).

Los principales estudios sobre la dinamica del K* en la maduracién del fruto se centran en
bayas de uva. En este fruto, a medida que la uva alcanza su peso maximo durante las ultimas
etapas de maduracion, la acumulaciéon de K* se hace mas lenta hasta ser suspendida. Esto se
debe al cese del flujo del floema que ocurre en este proceso Yy, por lo tanto, de la importacion
de azlcar y K* a la baya, asi como también se ve menguado el flujo del xilema. La ruptura de
la integridad de la membrana de las células del mesofilo suprime el gradiente de presion que
impulsaba el flujo del floema, por lo que asi se detiene la acumulacion del ion potasio (Rogiers
etal., 2017). A nivel molecular, se han identificado dos genes que codifican transportadores de
K+ de alta afinidad, cuya expresion disminuye durante la maduracion y que podrian estar
relacionados con la disminucion del K+ en estadios maduros (Davies et al., 2006). De igual

10
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forma, en melocoton se han identificado 16 transportadores de K+, algunos de los cuales podria
estar relacionado con la firmeza del fruto (Song et al., 2015).

En el caso de la fresa, se ha demostrado la relacion directa entre el potasio y la maduracion,
ya que este proceso se encuentra regulado por FaKAT1, un canal de potasio inducido por ABA,
de modo que, si este canal es bloqueado, no solo se inhibe la expresion de este, sino que se
observa una significativa disminucion del coloreado rojo del fruto, asi como de otros genes

relacionados con la maduracién (Song et al., 2016).

1.5. Genotipos de fresa de estudio

Los frutos de fresa de estudio han sido de la variedad ‘Chandler’ sin transformar, frutos de
la misma variedad transformadas con una secuencia antisentido del gen FaPG1 (linea PG29;
Quesada et al., 2009), asi como frutos de plantas con el gen FaPG1 editado mediante
CRISPR/Cas9 (linea 18A37; resultados no publicados).

El fruto de la fresa sufre un rapido ablandamiento durante la maduracion. Por ello, se estudio
la actividad de la poligalacturonasa (PG), una enzima hidrolitica de la pared celular fundamental
en el proceso de maduracion del fruto, implicada principalmente en la despolimerizacion de
pectinas (Paniagua et al., 2020; Quesada et al., 2009). En el estudio de Quesada et al., 2009 se
obtuvieron lineas transgénicas que contenian una secuencia antisentido del gen FaPG1 de PG
y se demostré que este gen tiene un papel central en el ablandamiento de la fresa en la
maduracion. Una de las lineas, PG29, obtuvo muy buenos resultados respecto a la firmeza del
fruto, con una reduccién evidente de la actividad de PG, por lo que fue seleccionada. Un estudio
transcriptémico de frutos maduros de estas lineas transgénicos mostré que en estos frutos se
inducia un gen que codifica un transportador de K* de alta afinidad de tipo HAK (Paniagua et
al., 2020). De esta forma, la degradaciéon de la pared celular inducida por FaPG1 podria
modificar la expresion de transportadores de K*, variando el flujo de este ion, y conjuntamente

al desmantelamiento de la pared celular, contribuir al reblandecimiento del fruto.

Del mismo modo, se escogio la linea 18A37 por tener el mismo gen (FaPG1) silenciado,
en este caso, mediante CRISPR/Cas9, y asi poder comprobar si existian diferencias en el
contenido de potasio entre ambas lineas obtenidas de distinta forma. Los resultados que llevaron

a la creacion de la linea transformada 18A37 ain no han sido publicados.
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2.0Dbjetivos

El objetivo principal de este proyecto experimental de fin de Master es determinar y
comparar el contenido de potasio en distintos estadios de maduracion del fruto de fresa
mediante técnicas electrofisioldgicas y espectrometria atdbmica (EAT). Para ello, se han
utilizado fresas control no transgénicas, de la variedad ‘Chandler’, y frutos de plantas
transgénicas de la misma variedad que tienen silenciado por antisentido (linea PG29) o
editado mediante CRISPR/Cas9 (linea 18A37) un gen de poligalacturonasa. Estos frutos
presentan una menor tasa de reblandecimiento durante la maduracion y una vida poscosecha
méas prolongada. Se ha escogido este fruto por ser una de las frutas pequefias mas
importantes a nivel comercial y, ademas, ser una planta modelo para el estudio de la

maduracion de frutos no climatéricos.
Para llevarlo a cabo, se han fijado objetivos especificos que consisten en:

o Optimizar la medida del potencial de membrana de células del fruto de fresa en
dos estadios de maduracion, verde y blanco, a través de técnicas

electrofisiologicas.

o Estimar las concentraciones de potasio citosolico a partir de las medidas de

potencial de difusion.

o Analizar la concentracion de iones en fruto de fresa en dos estadios de

maduracion, verde y rojo, mediante EAT.
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3. Material y Métodos

3.1. Material vegetal

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado frutos de fresa, Fragaria x ananassa
Duch., cv. ‘Chandler’. Ademas, se utilizaron frutos de fresa de la misma variedad transformadas
con una secuencia antisentido del gen FaPG1 (linea PG29; Quesada et al., 2009), asi como
frutos de plantas con el gen FaPG1 editado mediante CRISPR/Cas9 (linea 18A37; resultados
no publicados). Asimismo, todas las plantas se cultivaron en invernadero de confinamiento con

fotoperiodo natural y sin control de temperatura, en las instalaciones del IFAPA en Churriana.

En el caso de las muestras utilizadas para electrofisiologia, al necesitar que el fruto esté
recién obtenido de la planta, estas se trasladaron desde el invernadero a un fitotron junto al
laboratorio de electrofisiologia, donde se mantuvieron durante 2-4 dias con fotoperiodo de 16

h de luz y 25°C. Los frutos se muestrearon en estadio verde, blanco y rojo (totalmente maduro).

En cambio, para la EAT se emplearon muestras en estadio verde y rojo para realizar una
comparacion entre estadios de maduracion lo mas lejano posible entre si. Ademas, cabe destacar
que los frutos se transportaron cortados por el peciolo y, en el caso de las fresas en estadio
verde, se procesaron en el mismo dia y las de estadio rojo de maduracion fueron congeladas

con nitrégeno liquido para posibilitar su procesamiento.

3.2. Obtencidon del contenido de potasio a través de técnicas

electrofisioldgicas

En larealizacién de esta técnica es imprescindible disponer de un puesto de electrofisiologia
que disponga de los medios necesarios para introducir de forma precisa un electrodo en la célula
(Fig. 4). Este consiste principalmente en un microscopio 6ptico con micromanipuladores, un
sistema de cableado para los electrodos unido a la maquina de medida de potencial y a la de
registro, un conjunto de tubos para afiadir los distintos tratamientos, un sistema de succién para
retirar el medio sobrante, y una cadmara metélica alrededor del puesto para evitar las

interferencias electromagnéticas en la medida del potencial.
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Figura 4. Puesto preparado de electrofisiologia.

En primer lugar, se prepar6é un medio base ajustado a las necesidades de la célula del fruto
de fresa. Para la medida del potencial de membrana es necesario bafiar el tejido con una solucion
con un potencial hidrico similar al celular, para asi evitar dafios durante la introduccion del
microelectrodo. En el caso del fruto de fresa, el potencial hidrico varia entre -0.5 a -1 MPa, por
lo que se disefi6 una solucién conteniendo una base de agua destilada con 2 mM de CaCly, 0,1
mM de KCI, y dos tampones bioldgicos para obtener un pH estable de 5,7, el idéneo para la
fresa, con 2 g/L de tampon MES y 0,35 g/L de tampdn Bis-Tris, y se comprobé que no dafiaba

osmaticamente al tejido.

A continuacion, se procedié al montaje de la muestra de fresa. Se recogi6é cada fruto,
cortandolo directamente de la planta por el peciolo; se le realiz6 una foto con un sistema de
medida para llevar un registro del tamafio de cada fruto (Fig. 5); y después se peso. Al finalizar
esta labor, con la ayuda de un bisturi, se cortd de manera oblicua una lamina muy delgada en
forma de bisel en la zona central del fruto. Sucesivamente, se colocé la muestra sobre el
portaobjetos de montaje, se fijaron los extremos con parafina usando un soldador, se situo el

cubreobjetos y se relleno el espacio interior con medio base.
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Figura 5. Ejemplos de fotografias tomadas de los estadios de maduracion del fruto de fresa verde y blanco.

En esta técnica se utilizan dos tipos de electrodos: los de referencia (también llamados
electrodos tierra) y los de medida. Los electrodos de medida se fabricaron a partir de un capilar
de vidrio del cual se cortaron fragmentos de 7 centimetros con los extremos lisos; después se
fijaron dichos extremos en el extractor de microelectrodos de vidrio (Glass microelectrode
Puller, Fig. 6) y se encendid. Se retiraron con la ayuda de unas pinzas y se dejaron listos en un
soporte para ser empleados en el puesto de electrofisiologia. Para los electrodos de referencia,
se utilizaron electrodos de medida usados con la punta suficientemente rota, lavados con agua
destilada. Se les introdujo por medio de una jeringa con un tubo de silicona una solucion KCI

0,5 M con 3% de Agar preparada al bafio maria a 80°C y 200 rpm aproximadamente.

Figura 6. Extractor de microelectrodos de vidrio (Glass microelectrode Puller).
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Para la preparacion del puesto de electrofisiologia, se hizo pasar el medio base a través
de todo el sistema de tubos, que a continuacion iria conectado al tubo metélico del portaobjetos
de montaje, de modo que la muestra quedaria sumergida en el medio. Se ajusto la pipeta de
succion para que fuera eliminando el medio sobrante, ya que este llevaria un flujo continuo para
mantener las propiedades estables. Hecho esto, se enfocd la muestra con el macrométrico y el
micrométrico del microscopio, colocada con el bisel hacia la derecha (Fig. 7).

El electrodo tierra preparado se inserto en el soporte (holder) de tierra, el cual se rellend
previamente con solucién 0,5 M de KCI, y se situo en el lado izquierdo del microscopio
fijandose al micromanipulador y, con su ayuda, se introdujo la punta del electrodo en el medio

base externo a la muestra.

En el caso del electrodo de medida, se rellené el soporte (holder) y el propio electrodo
con solucién 0,5 M de KCI a través de una jeringa y se ajustaron al micromanipulador de la

derecha del microscopio. Este posee un mando especial con forma circular mucho mas preciso

para la insercion de la punta del electrodo dentro de la célula.

Figura 7. Colocacién de la muestra en el microscopio del puesto de electrofisiologia. El bisel del tejido debe ir
orientado a la derecha, puesto que es por donde se insertara el electrodo de medida.

Antes de dicha insercion, se encendid la maquina de registro, se le engancho la plumilla

y se puso el papel a andar para que quedase registrado el potencial que se obtuviese. En el papel
de registro se indicaron datos como la fecha, el medio, el tipo de fresa y el estadio de
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maduracion. Ademas, el voltimetro digital se activd pulsando “Operate”, en la cual se iria
observando el potencial obtenido hasta conseguir uno aproximadamente estable, segun se

acercaba lentamente el electrodo de medida a la célula (Fig. 8).

L

Figura 8. Observacion al microscopio de una muestra del tejido de fresa previa a ser introducido el electrodo de
medida en una de las células.

Una vez conseguida la insercion, es decir, un potencial de membrana estable se procedio
a afiadir distintos tratamientos y observar y registrar los cambios en el potencial. Los
tratamientos empleados primeramente consistieron en saltos hacia una mayor concentracion de
potasio extracelular, todos ellos con una cierta cantidad de cianuro y SHAM, al objeto de
obtener el potencial de difusién, para después regresar gradualmente al medio base. EIl primer
salto fue una solucién del medio base con 0,1 mM de NaCN y 0,1 mM de SHAM sin cambio
en la concentracion de potasio, es decir, con 0,1 mM de KCI; el segundo llevaba la misma
concentracion de cianuro y SHAM, pero a 1 mM de KCI; y el tercero igual, pero a 10 mM de

KCI; siempre anotando los potenciales a los cuales se realizaban los saltos.

Los potenciales quedaron registrados en el papel de registro y dichos valores fueron
trasladados a un Excel para su posterior procesamiento. Con los valores de potencial de difusion
a 10 mM de KCI se calcul6 el contenido de potasio a través de la Ecuacion de Nernst,
despejandolo de ella. Conociendo el dato de concentracion de potasio extracelular, es decir el
del medio que es 10 mM, y suponiendo que el potencial de difusion sea el mismo que el de
potencial de potasio en el equilibrio por considerar despreciables los potenciales en el equilibrio
de los demas iones, se pudo calcular cudl seria la concentracion de potasio en el interior celular.
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3.3. Determinacibn de  concentracion  iénica  mediante
espectrometria atdbmica (EAT)
Para realizar la determinacion de la concentracién idénica mediante EAT, el primer paso a

sequir tras la recogida de los frutos fue su fotografiado con un sistema de medida para dejar
constancia de su tamafio y su color (Fig. 9).

Figura 9. Ejemplo de fotografia tomada de los frutos de fresas control de Chandler en estadio rojo utilizados para
la EAT.

A continuacidn, se llevé a cabo la desaquenizacion de los mismos, que consistio en eliminar,
con la ayuda de un bisturi y unas pinzas, todos los aquenios para asi obtener la medida de
concentracion de potasio concreta del receptaculo. En el caso de las fresas en estadio rojo de
maduracion, fue necesaria su congelacion con nitrogeno liquido para no acabar con la integridad

del tejido durante su procesado (Fig. 10).
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Figura 10. Desaquenizacion de una fresa en estadio rojo utilizando nitrégeno liquido.

Sucesivamente, se procedié a la desecacion de los receptaculos en una estufa a 80°C
durante, al menos, 4 dias para asegurar su deshidratacion completa; tras haberse pesado antes y
cada dia durante el proceso del desecado. Cuando el peso no varié entre pesadas, se
consideraron deshidratadas, se sacaron de la estufa y se prosiguié con su machacado en un
mortero y su almacenaje en tubos Eppendorf rodeados de gel de silice para evitar su

rehidratacion.

Reunidas las muestras correspondientes, se envié a la Unidad de Espectrometria Atdmica
de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) para su procesamiento mediante
espectrometria atdbmicay, de este modo, obtener los datos de concentracion de potasio; asi como

los de otros iones y elementos quimicos de gran interés.
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3.4. Analisis estadistico de los resultados

En el caso de los datos de concentracion de potasio calculados a partir de los potenciales de
difusion obtenidos por electrofisiologia, se realizd6 una ANOVA de doble via con multiples
comparaciones, puesto que habia dos factores a analizar. Por un lado, el estadio de maduracion
de la fresa, en este caso, por motivos metodoldgicos de la técnica, con las opciones verde y
blanco; y por el otro, el genotipo de fresa ya fuese el control sin transformar, PG29 o 18A37.
La razon por la cual se realizd un andlisis doble fue tanto para poder comparar
significativamente entre genotipos en cada estadio de maduracién como para distinguir entre

los dos estadios de maduracion dentro de cada genotipo.

Para los resultados del EAT se optd también por un ANOVA de doble via con mdltiples
comparaciones debido a que, igualmente, existian estos dos factores, el estadio de maduracion
y el genotipo de fresa. Pero a diferencia de la otra técnica, los posibles estadios eran verde y
rojoy, las variedades que se analizaron fueron Chandler y PG29. Del mismo modo, el ANOVA
tenia la finalidad de comparar significativamente entre genotipos dentro de cada estadio, asi

como entre los dos estadios en Chandler y en PG29.
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4. Resultados

4.1. Electrofisiologia

Los primeros ensayos se realizaron con frutos maduros, con el 80-100% de la superficie del
fruto de color rojo. Sin embargo, no se lograron obtener registros validos debido a la poca
consistencia del tejido. Aunque en algunos casos se llegaron a registrar potenciales de
membrana en torno a -80 mV, la sefial no se mantenia estable y no permitia llevar a cabo los
ensayos propuestos. A diferencia de los frutos maduros, si se logré obtener registros fiables con
secciones de frutos en estadio verde y blanco (Fig. 11).

Figura 11. Ejemplo de registro obtenido de la medicion del potencial de membrana y de los potenciales de difusién

a distintas concentraciones de potasio extracelular (medios 0,1 mM, 1 mM y 10 mM de KCI). La flecha sefiala la

visible despolarizacién producida por el tratamiento a 10 mM de potasio.

Los resultados de potencial de membrana y de potencial de difusion fueron recogidos de los
distintos tratamientos que se realizaron en todos los genotipos de estudio y los dos estadios
utilizados. Consecuentemente, se midié por una parte el potencial de membrana en el medio
base (Em), y por otra parte el potencial resultante de exponer el tejido a cianuro y SHAM, es
decir, el potencial de difusion (ED), a distintas concentraciones de potasio extracelular (0,1 mM
KCI, 1 mM KCl'y 10 mM KCI).

21

Universidad Internacional de Andalucia, 2023



En los frutos control (Fig. 12), el Em mas negativo se obtuvo en los frutos verdes,
observandose un claro incremento del mismo (valores menos negativos) en fruto blanco. De
igual forma, el ED, a las tres concentraciones de K* ensayadas, fue mas negativo en fruto verde

que en blanco.

Control
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% ED 0.1 K (mV)
5 507 T I == ED 1K (mV)
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S = od cd O ED 10 K (mV)
o bc bcd
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£ -150 . I

Verde Blanco

Figura 12. Potencial de membrana en los distintos medios a los que se expuso el tejido de la fresa Control en
cada estadio de maduracion (verde y blanco). Em indica potencial de membrana en el medio base, y ED representa
el potencial de difusion en las diferentes concentraciones de potasio del medio empleado (0,1 MM K, 1 mM Ky
10 mM K). Valores con la misma letra en cada gréafica indican que no se observan diferencias significativas entre
ellos a P<0,05.

A diferencia de los frutos control, en los frutos transformados (Fig. 13) no se observaron
diferencias en los valores de Em entre los dos estadios analizados, siendo estos valores
significativamente inferiores a los de fruto verde control y similares a los obtenidos en frutos
blanco control. En ambas lineas transformadas, los valores de ED fueron similares al de Em.
Solo en presencia de 10 mM de K+ se observo un incremento de ED. Los valores menos

negativos tanto de Em como de ED se obtuvieron en la linea 18A37 (Fig. 13).
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Figura 13. Potencial de membrana en los distintos medios a los que se expuso el tejido de la fresa
transformada 18A37 (gréafica A) y las transgénica PG29 (grafica B) en cada estadio de maduracion (verde y
blanco). Em indica potencial de membrana en el medio base, y ED representa el potencial de difusion en las
diferentes concentraciones de potasio del medio empleado (0,1 mM K, 1 mM Ky 10 mM K). Valores con la misma

letra en cada grafica indican que no se observan diferencias significativas entre ellos a P<0,05.
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Con los valores de potencial de difusion obtenidos del tratamiento con cianuro y SHAM, a
10 mM de potasio, se realizaron los céalculos para conseguir los datos de concentracion de
potasio citosolico a través de la ecuacion de Nernst, ya que este es el medio que mas se acercaria

al potencial de equilibrio del potasio.

En la Fig. 14, se encuentran representados los resultados de concentracion de potasio
citosolico obtenido del célculo a partir de los potenciales de difusion a través de la Ecuacién de
Nernst. En la Fig. 14A se representan los resultados obtenidos agrupados segun el genotipo
para, de este modo, poder comparar los dos estadios de maduracion analizados. Se aprecia una
clara diferencia entre los estadios del control sin transformar, en la que la concentracion de
potasio en el estadio verde es significativamente mayor que en blanco. En el caso de los
genotipos 18A37 y PG29 no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
dos estadios de maduracion. En la Fig. 14B se representan los mismos datos, pero agrupados
por estadio para comparar los tres genotipos en cada estadio de maduracion. En estadio verde,
los frutos control contenian una concentracién de K™ aproximadamente un 45% mayor que la
de los frutos transgénicos. Sin embargo, no se observan diferencias significativas en el estadio
blanco en ninguna de los tres genotipos. Tanto en el estadio verde como en el blanco, los valores
medios parecen indicar que hay mayor concentracion de ion potasio en PG29 que en 18A37,

aunque esta diferencia no esté apoyada estadisticamente.
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+ b
Y I i ; b
50- 50— I 1
0= 0- 1 .
& O 2 O & O Verde Blanco
O o

Figura 14. Concentracién de potasio citosolico de los genotipos, Control, 18A37 y PG29 en dos estadios de
maduracion, denominados verde y blanco. Se realiz6 un ANOVA de doble via y se dispusieron los datos en dos
gréaficas. En la gréafica A, se pueden comparar los estadios de maduracion (verde y blanco) en cada genotipo
(Control, 18A37 y PG29). En la gréafica B, se pueden comparar los distintos genotipos (Control, 18A37 y PG29)
en cada estadio (verde y blanco). Valores con la misma letra en cada gréfica indican que no se observan diferencias
significativas entre ellos a P<0,05.
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4.2. Espectrometria atbmica

Para la cuantificacion del contenido iénico en frutos verdes y rojos solo se pudieron utilizar

frutos control y de la linea transgénica PG29, ya que no hubo frutos disponibles de 18A37.

En la Fig. 15, se encuentran representados los datos de concentracion de potasio medido en
las muestras por espectrometria atomica. Los valores medios de K* fueron ligeramente menores
en el estadio de maduracion rojo que en el verde en ambos genotipos; sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas tras realizar un ANOVA de doble via con

comparaciones multiples.
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Figura 15. Concentracion de potasio en miligramos por cada kilogramo de muestra en los genotipos Control y
PG29 en dos estadios de maduracién, verde y rojo. No se observaron diferencias significativas entre los datos a
P<0,05.

Ademas del contenido de potasio, se midi6 la concentracion de otros iones mediante EAT

representados en la Fig. 16; asi como otros elementos quimicos, en la Fig. 17.

Como se ha mencionado, en la Fig. 16 se encuentran los iones analizados divididos en tres
gréficas segun su rango de concentracién para poder diferenciar mejor los datos. En la Fig. 16A
tenemos los valores de concentracion de potasio (K) que, como se ha observado en la Fig. 15,
no presenta diferencias estadisticamente significativas; de boro (B), de los cuales podemos
concluir que el estadio rojo contiene una menor concentracion de B que el estadio verde en los
dos genotipos estudiados; de manganeso (Mn), que al igual que el B, hay una disminucion de
Mn en el estadio rojo respecto al verde en ambos genotipos; y de zinc (Zn), que en este caso la
diferencia se encuentra entre el control y PG29 en sus estadios rojos de maduracion, ya que este

ultimo presenta un valor considerablemente mayor.
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En la Fig 16B, se encuentran representados los resultados de calcio (Ca), cuya disminucién
a lo largo de la maduracion solo se presenta en el control; de magnesio (Mg), que tanto en el
control como en PG29 experimenta un decrecimiento desde el estadio verde al rojo; de fésforo
(P), en los cuales, aunque sus valores medios sugieren que también hay un descenso a lo largo
de la maduracion en los dos genotipos estudiados, estadisticamente no se han encontrado
diferencias significativas; y de cobre (Cu), cuya concentracion no varia en el control, pero en
PG29 disminuye visiblemente en el estadio rojo y, ademas, es considerablemente mayor en

ambos estadios que en el control.

Acabando el analisis acerca de los iones, en la Fig. 16C podemos observar los valores de
concentracion del sodio (Na), que solo presentan un descenso significativo durante la
maduracion en el control; y del hierro (Fe), los cuales nos muestran que no hay diferencias

significativas entre los genotipos ni los estadios analizados.
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Figura 16. Concentracion de los iones analizados en miligramos por cada kilogramo de muestra en los genotipos
Control (Cvy Cr) y PG29 (Pvy Pr) en dos estadios de maduracion, verde (v) y rojo (r). Valores con la misma letra
en cada agrupacion indican que no se observan diferencias significativas entre ellos a P<0,05. Se han utilizado
letras distintas para cada ion. Se han agrupado los iones en las graficas A, B y C segln su rango de concentracion
para poder observar mejor las diferencias.

Por ultimo, se midio el contenido de 4 elementos quimicos en forma de porcentaje de masa.
Estos resultados se muestran en la Fig. 17 y se puede observar en ellos que el carbono (C)
manifiesta en el estadio verde una mayor concentracion en el control que en PG29, asi como
un descenso en el control a lo largo de la maduracién; que en el caso del hidrégeno (H) no
podemos considerar que haya diferencias significativas entre el control y PG29 ni entre los
estadios verde y rojo de ninguno de los genotipos; que en el nitrégeno (N) podemos ver una
disminucion de su contenido conforme avanza la maduracion del fruto tanto en el control como
en PG29 y que este decrecimiento es mas pronunciado en PG29; y, finalmente, que el azufre
(S) no presenta diferencias significativas en sus valores de porcentaje en los genotipos ni los
estadios estudiados.
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Figura 17. Porcentaje de carbono (C), hidrégeno (H), nitrégeno (N) y azufre (S) de la masa de muestra en los
genotipos Control (Cvy Cr) y PG29 (Pv y Pr) en dos estadios de maduracion, verde (v) y rojo (r). Valores con la
misma letra en cada gréafica indican que no se observan diferencias significativas entre ellos a P<0,05.

28

Universidad Internacional de Andalucia, 2023



5. Discusion

5.1. ElK* citos6lico disminuye conforme avanza la maduracion del

fruto en fresas control

Hasta la fecha, no se han descrito valores de Em o ED en células de frutos debido a las
dificultades técnicas que presenta este tejido. En este trabajo se ha logrado cuantificar ambas
variables en frutos de fresa en estadio verde (inmaduro) y blanco (inicio de maduracion). Sin
embargo, no fue posible determinar el Em en fases de maduracién méas avanzadas ya que el
tejido era muy poco consistente y las células se rompian tras introducir el electrodo. A pesar de
no tener una vision completa del todo el proceso de maduracion, los resultados obtenidos son
relevantes por la ausencia de datos similares en la bibliografia.

Seguln el potencial de difusion obtenido en las muestras de frutos de fresa control sin
transformar, el contenido del ion potasio en el citosol sufre un descenso a medida que la
maduracion progresa. Tal y como presentaba el estudio de Rogiers et al. (2017), en la baya de
uva ocurria algo similar. Esto era debido a que el flujo del floema se ralentiza conforme avanza
el proceso debido a la ruptura de la integridad de las membranas celulares del mesofilo y, por
tanto, del gradiente de presion que permitia el flujo del floema; esto provoca que
progresivamente se vayan importando menos azUlcares y otros solutos como el potasio. Es muy
probable que, al igual que ocurre en la uva, el fruto de fresa sufra este proceso y también se

detenga la acumulacion de potasio en el mismo.

5.2. El K* citosolico en el estadio temprano esta significativamente
mas presente en fresas control que en fresas transformadas con
un gen de poligalacturonasa silenciado

La poligalacturonasa (PG) es una enzima hidrolitica de la pared celular implicada

principalmente en la despolimerizacion de las pectinas que tiene un papel fundamental en la
maduracion. La linea transgénica obtenida en el estudio de Quesada et al. (2009) que contiene

una secuencia antisentido del gen FaPG1 de PG y la linea 18A37, con el mismo gen silenciado

mediante CRIPR/Cas9, presentan una evidente reduccion de la actividad de PG.
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Con los resultados de este trabajo en los que observamos que la concentracion del ion
potasio en el citosol en estadios de maduracién tempranos (verde) es considerablemente
superior en fresas control que en fresas con el gen FaPGL1 silenciado, ya sean de la linea PG29
o la 18A37, podriamos suponer que la PG tiene alguna influencia directa en el contenido de
potasio en la fase mas temprana de la maduracién. Como hemos visto, en fases mas tardias de
este proceso, el aporte de K* a la célula por medio del floema es ralentizado hasta su detencién,
con lo cual este efecto de la PG seria menos o nada manifiesto. De este modo, seria posible
proponer que la PG, al ser en gran medida la responsable de la degradacion de la pared celular,
y encontrdndose perfectamente presente en las fresas control sin transformar, de algiin modo
facilita la acumulacién del ion potasio en el citosol de la célula en fases tempranas de la
maduracion del fruto de fresa. Por otro lado, a pesar de que en las lineas transgénicas PG29 se
induce un gen que codifica un transportadorde tipo HAK de K* en frutos maduros (Paniagua et
al., 2020), esto no se traduce en una acumulacion de K*, al menos en fruto en estadio blanco.
Seria necesario determinar los niveles de K* citosélico en fruto rojo maduro, pero como hemos
sefialado anteriormente, la escasa consistencia del tejido supone una limitacion técnica muy

importante.

5.3. El contenido total de K* en el tejido del receptaculo es similar
en fresas control y en transgénicas PG29, y en cada uno de

estos genotipos a lo largo de la maduracion

Los resultados obtenidos para la concentracion de potasio en el tejido del receptaculo
sugieren gque no hay diferencias entre los frutos control sin transformar y las transgénicas PG29
con el gen FaPG1 silenciado. Como se ha mencionado, la concentracion de K* citosélico
experimenta una disminucion durante la maduracion; sin embargo, en este caso los datos
consisten en el potasio total del tejido desecado, por lo que se podria plantear la hip6tesis de
que el contenido de potasio total en el fruto por unidad de masa no varia a pesar de que en el
citosol esto si ocurra. De este modo, el K™ podria haber viajado a otras partes del fruto, como
el apoplasto o a la vacuola, cuyo transporte a través del tonoplasto es fundamental durante la
maduracion de los frutos, como se sugiere en los estudios de Britto and Kronzucker (2008),
Leigh (2001), y Walker et al. (1996); y asi el contenido de potasio total por unidad de masa se

podria haber mantenido a través del proceso.
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5.4. Otros iones y elementos quimicos presentan disminuciones

significativas durante la maduracion del fruto de fresa

Podemos observar cémo, en los resultados de cuantificacion del contenido ionico, la
concentracion de estos disminuye visiblemente en la mayoria de los casos. Aunque no se va a
proceder a un analisis exhaustivo de cada uno de los iones, de forma general se puede suponer
que, en su mayoria, estos descensos son debidos a la ralentizacion del aporte de solutos a través

del xilema 'y del floema que se describe en el estudio de Rogiers et al. (2017).
Los analisis realizados a los otros elementos quimicos, que son el carbono, el hidrégeno, el
nitrégeno y el azufre, han dejado ver que el carbono y el nitrégeno también disminuyen su

porcentaje en masa conforme avanza la maduracion, probablemente a causa de la degradacion

de la pared celular y de los polimeros que ocurren en el proceso.
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6. Conclusiones

Para concluir, la determinacion del contenido de potasio en los distintos estadios de
maduracion ha arrojado diferencias visibles a lo largo del proceso de la maduracion; asi como

en cuanto a las lineas con distinto genotipo analizadas.

En fresas control sin transformar, observamos una disminucion del K* citosolico a lo largo
de la maduracion del fruto, probablemente debido al cese del aporte del floema de solutos a la

célula que ocurre en fases tardias de la maduracion.

Al principio de la maduracién, hay mayor acumulacién de K* citosélico en fresas control
que en fresas con un gen de la poligalacturonasa silenciado (PG29 y 18A37), lo cual podria
significar que esta enzima contribuye de algun modo a la acumulacién del ion potasio en fases

tempranas del proceso.

Ademas, el tejido del receptaculo de fresas control y transgénicas PG29 presenta un
contenido total de potasio similar, ademas de no presentar diferencias en el proceso de
maduracion. Es muy probable que el potasio haya sido transportado a otras partes del fruto y,
como la medicion es del tejido completo, no se muestran las diferencias que encontrabamos

con el K* citosélico.

Para terminar, el andlisis del contenido de los iones ha mostrado un descenso préacticamente
en todos los iones; asi como en el carbono y en el nitrégeno. Asimismo, la disminucion de los
iones, al igual que en el caso del K* citosolico, puede ser la consecuencia del cese del aporte de
solutos por parte del floema y el xilema. La bajada del carbono y del nitrdgeno parecen tener

un origen en la degradacion que ocurre durante la maduracion.
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7.Perspectivas Futuras

Las investigaciones sobre el proceso de maduracion de la fresa siempre tienen un gran
potencial de aplicacion biotecnoldgica practica, puesto que estamos hablando de un fruto
de enorme interés comercial y, averiguando los mecanismos que tienen lugar durante el

proceso, es posible desvelar nuevas formas de aumentar la vida poscosecha del fruto.

En este trabajo se ha analizado especialmente el contenido del ion potasio por ser el
principal macronutriente y el que méas efectos ocasiona sobre las funciones de la planta,
incluyendo el desarrollo del fruto. Por todo ello, una mayor investigacion sobre este ion'y
sobre la maduracion del fruto, asi como la relacion entre ambos podria arrojar datos de gran

utilidad y tendria importantes perspectivas futuras.

De hecho, seria posible realizar un estudio mas exhaustivo del K* citosélico utilizando
otros procedimientos para la medicion de estadios mas tardios de la maduracion, que por
motivos metodoldgicos no fue factible, ya que las técnicas electrofisioldgicas utilizadas
terminaban con la integridad del tejido en estos estadios. Esta informacion seria muy valiosa
para completar y corroborar los resultados obtenidos en este trabajo, ademéas de poder
aportar nuevos datos sobre el transportador de alta afinidad inducido en las lineas

transgénicas.

Otra cuestién que seria muy interesante consistiria en averiguar cuéles y cémo
funcionan los transportadores de potasio concretamente en el fruto de fresa a lo largo de la
maduracién. Como hemos mencionado, el K* disminuye en el citosol durante el proceso,
pero el potasio total del tejido del receptaculo es constante, por lo que el ion posiblemente
esté siendo transportado a la vacuola. Por ende, se podria investigar los transportadores

implicados en este proceso y los genes que lo median.

En relacion con la enzima que hemos estado analizando a través de transgénicos con un
gen de ella silenciado, la poligalacturonasa, seria de gran interés estudiar el efecto que esta
puede provocar en la acumulacién de K* en el citosol en fases tempranas de la maduracion.
Las lineas transformadas presentan mayor firmeza y menor degradacion de sus paredes

celulares, por lo que el estudio de este efecto arrojaria nueva informacidn sobre estas lineas.
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Por ultimo, otra notable sugerencia de investigacion futura consistiria en analizar por
qué se produce la disminucidn de la concentracion de la gran mayoria de los iones, asi como
del porcentaje de la masa de carbono y de nitrégeno conforme progresa la maduracion. Se
ha propuesto que el cese de aporte del floema y del xilema esta directamente relacionado;
sin embargo, se podria realizar un estudio mas detallado y, una vez que se conozcan las
causas que derivan en este descenso, idear planteamientos para alargar la vida util del fruto

una vez cosechado.
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