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RESUMEN

Chile es uno de los principales proveedores de frutas de carozos a nivel mundial. Es por
esto que estudiar los procesos fisiologicos a los que se ve sometido el fruto es de alta
importancia para entender el comportamiento de ellos una vez que son cosechados, Un
evento de alta importancia es la maduracion, proceso en el cual los duraznos y nectarines
sufren una serie de modificaciones que los dejan aptos para el mercado consumidor. Dicho
proceso se inicia una vez que el fruto es cortado del arbol, momento en el cual posee una
alta firmeza, y continua hasta que el fruto se ablanda alcanzando una firmeza que permite
su consumo. Durante el periodo de tiempo que transcurre durante este ablandamiento, se
observan una serie de cambios en textura, color y cualidades organolépticas. Existen
numerosos estudios que dan cuenta de q]guhos cambios particulares que ocurren durante la
maduracidn, pero existe poca informaciéntsdbre los cambios globales que sufte el fruto. En
este trabajo de tesis, se realizd un analisis del perfil de acumulacion de proteinas, en dos
condiciones de postcosecha, para cuatro variedades de Prunmus persica, que presentan
diferencias fisiologicas observadas en parametros tales como la produccién de etileno, la
tasa de respiracion y la cantidad de sélidos solubles. Estas variedades ademas muestran
distinta velocidad en alcanzar; la maduracion.

Para realizar este estudio se implementé la técnica de separacién de proteinas en
geles bidimensionales, lo que permitid realizar las comparaciones entre la condicién de
cosecha (fruto con f:lrmeza superior a Skg) y maduro (fruto con firmeza menor a 1kg, listo
para ser consumido) para las cuatro variedades. Estos estudios permitieron identificar

proteinas que no cambian su nivel de acumulacién, y otras que si lo hacen durante la

maduracién. Fue interesante observar que algunos cambios de clertas proteinas son




especificos para una variedad, mientras que otros cambios se aprecian en mas de una de las
variedades analizadas.

Algunas de las proteinas identificadas en este analisis fileron secuenciadas, lo cuél
nos permitid conocer a que correspondian y de esta forma sacar algunas deducciones sobre
el comportamiento de los frutos durante estas condiciones de postcosecha en cada una de
las variedades utilizadas en este estudio. También se secuenciaron proteinas que no
cambian en ninguna condicion, que nos permiten aprender acerca del metabolismo basal de
los frutos. Los resultados muestran que una de las proteinas que aumenta de manera
significativa durante la maduracion de los frutos corresponde a la enzima poligalacturonasa.
Este cambio esta en directa relacion con la disminucion en la firmeza de los frutos. Otras
proteinas que también cambian estan relacionadas a elementos inducidos por stress o
enzimas del metabolismo de azicares. Es:ce estudio es la primera etapa de un analisis que
nos lleve a conocer los cambios que ocurren en la maduracién de los frutos desde el punto

de vista de la protedmica.




ABSTRACT

Chile is one of the main suppliers of stone fruits world-wide. This is why the study of the
physiological processes that oceurs in the fruit are important to understand their behavior
once they are harvested. An important process is the ripening, a process by which peaches
and nectarines undergo a series of modifications to reach the proper conditions for
consumption. This process starts once the fruit is taken from the tree, when the fruit is firm,
and goes on until the fruit softens, reaching a low firmness allowing its consumption.
During the softening, a series of changes in texture, color and organoleptics qualities are
observed. There is a number of studies indicating that some changes take place
duringripening, but little information exists on the global changes that undergoes the fruit.
In this thesis work, an analysis of the protein-accumulation profile wasperformed , in two
postharvest condition, using four varietiesh of Prunus persica, that exhibited physiological
differences in parameters such as the ethylene production, respiration rate and the amount
of soluble solids. In addition, these varieties show different ripening rates.
In order to carry out this study, the separation of proteins using bidimensional gels was
implemented. This technique allowed us to compare the protein profile between fruits taken
from harvest condition (fruit with firmness higher than S5kg) and mature (fruit with a
firmness lower than lkg and ready to be consumed) for the four varieties. These studies
allowed us to identify proteins that do not change their level of accumulation, as well as
other that change during ripening. It resulted interesting to find that some changes in the
presence of certain proteins are specific for a variety, whereas other changes are observed
in more than one variety.

Some proteins identified in this analysis were sequenced, which allowed us to

identify them and thus make some deductions on the behavior of the fruits during




postharvest for each of the varieties used in this study. In addition, we also sequenced
proteins that do not change under any condition, to learn about the basal metabolism of the
fruits. The results show that one of the proteins that significantly increase during the
maturation of the fruits corresponds to the enzyme poligalacturonase. This change is in
direct relationship with the reduction in the firmness of the fruits. Other proteins that also
change are related to elements induced by stress or enzymes of the sugar metabolism. This
study is the first stage of an analysis that allows us to understand the changes that take

place during fruit ripening from a proteomic point of view.




1. INTRODUCCION
Chile es uno de los principales exportadores de carozos desde el hemisferio sur hacia el
hemisferio norte. Los principales destinos de estas exportaciones son el mercado europeo y
norteamericano. Dentro de los carozos se encuentran los duraznos y nectarines (Prunus
persica) cuyas exportaciones alcanzaron el afio 2003, 5,7 millones de cajas de duraznos y

6,8 millones de cajas de nectarines {wwiv.agroindustrias.org). Chile se ve favorecido por

inmejorables condicionés para el cultivo de este frutal, tanto meteorolégicas como agro—
industriales, asi como carencia de lluvias durante la etapa de desarrollo del fruto, y la
disponibilidad de suelo necesario para la cosecha. Otra de las grandes ventajas de la
industria chilena es la contra estacion, aspecto que permite poner fruta en los mercados
antes citados en un momento en el que no: existe produccion local, por lo tanto no existe ese
tipo de competencia.

Las caracteristicas organolépticas que tienen los duraznos y nectarines, por las cuales son
apreciadas por el mercado, se alcanzan durante la vida de postcosecha del fruto. En el
instante en que son cosechados los duraznos y nectarines presentan una alta firmeza (5 kg
de presion), lo que impide su consumo inmediato, por esto requieren de un tiempo a
temperatura ambiente con el fin de alcanzar la firmeza de consumo (lkg de presion).
Durante este tiempo de espera, el fruto presenta una serie de cambios fisiolégicos, como
son el aumento del contenido de azicares, aumento de aromas, cambio de pigmentacion,
por nombrar algunos cambios que en esta tesis son denominados como maduracion, (Hay
que destacar que también existe una maduracion propia del durazno durante su desarrollo
en el arbol, sin embargo, en esta tesis la maduracion se refiere al término “ripening”, que

hace referencia a la maduracion del fruto una vez que es cortado del arbol). Desde ia




década del setenta el proceso de maduracién de frutos ha despertado gran interés por su
importancia comercial, alimenticia; y desde el punto de vista cientifico, por la gran cantidad
de preguntas en biologia vegetal debido al alto mimero de modificaciones que sufien
durante este proceso.

La maduracién de duraznos y nectarines es climatérica al igual que otros frutos
como el tomate, el melon y la banana. Este tipo de maduracién se caracteriza porque
durante este proceso aumenta la tasa de respiracion y la biosintesis de etileno. Los
resultados de distintas investigaciones desarrolladas en estos frutos muestran que el etileno
es necesario para la coordinacién y desarrollo de la maduracion. Esto se ha ilustrado por la
disminucion de velocidad o inhibicion total del proceso en plantas transgénicas en que se
afecta de algin modo la produccion de etilerio (Oeller y col, 1991; Theologis y col ,1993;
Picton y col, 1993; Ayub y col, 1996). En'el transcurso de la maduracién se ha visto que
cambian la expresion de muchos genes, entre los que se cuentan algunos propios de la
produccién de etileno, otros relacionados a la acumulacidn de carotenoides, degradacion de
clorofila, sintesis de compuestos volatiles asi como también algunos involucrados en el
metabolismo de la pared celular que conllevan a un ablandamiento del fruto. (Coupe y col
1997; Giovanonni, 2001)

Los cambios mencionados son comunes a la mayoria de los frutos climatéricos, sin
embargo, la respuesta de cada especie a la maduracion de postcosecha es distinta y mas
aun, dentro de cada variedad en una misma especie, la influencia del etileno y la expresion
de los mencionados genes y acumulacién de algunas protefnas no es la misma (Traitotti y
col 2003, Brummell y col 2004, Brenna y col 2004). Dentro de Prunus persica existen una

amplia gama de variedades que presentan una serie de diferencias genéticas, fenotipicas,




que son altamente interesantes para su estudio comercial puesto que varian en textura y
calidad para Ia exportacion, (Von Mollendorf, 1987; Crisosto y col, 1999).

Ademas, las variedades de duraznos muestran cambios en parametros fisiologicos medidos
durante su proceso de maduracién, como es el caso de la produccion de etileno, la tasa de

respiracién, la cantidad de solidos solubles, por nombrar algunas (wwiv.ascex.com ,

www.oenomaveeetal.cl). Como ejemplo, en el caso del ablandamiento durante la

maduracién, se ha descrito que posee caracteristicas particulares en cada variedad (aunque
en todas ellas dominadas por un cambio notable en la pared celular), en donde existen
diferencias en las actividades de enzimas que participan el proceso de degradacién de la
misma, por ejemplo la poligalacturonasa, la expansina o la pectinmetilesterasa que han
sido estudiadas en laboratorios fuera de Chile como en el nuestro (Brummell y col 2004;
Gonzélez, Tesis de pregrado 2005) y que dan cuenta de cambios en la expresion de dichos
genes y de actividad de sus respectivas proteinas.

En esta tesis, se trabajo con cuatro variedades de Prunus persica, la primera de ellas es
O Henry que a primera vista se caracteriza por tener un tamafio grande y temer su
superficie cubierta entre un 70 a un 95 % por pigmentacién roja, seleccionada por ser
tradicionalmente una variedad estudiada (Brummell y col 2004) y que durante la
temporada 2003 demostr6 ser de mala calidad para la exportacion. Esta es una variedad de
durazno que ha sido producido por muchos afios, y en Chile ha sido intensamente cultivada.

!

La segunda variedad seleccionada correspondi6 a Elegant lady, un fruto de tamafio medio
~ largo y que tiene su superficie cubierta entre un 70 a un 95% de pigmentacion roja. Este

es un durazno que ha mostrado tener una buena vida de postcosecha, por lo tanto ha

resultado una buena variedad para ser exportada. La tercera variedad en estudio fue




Angelus, un durazno que histéricamente no ha tenido una buena vida de postcosecha por lo
tanto su produccién ha disminuido notoriamente. Finalmente, se selecciond un nectarin,
July Red que se caracteriza por un tamafio grande y que posee entre un 40 a un 80 % de su

superficie cubierta de pigmentacion roja. (www.satotrading.com, www.asoex.cl,

www.genomavegetal cl).

Cada una de estas variedades de duraznos y nectarines fileron sometido a dos condiciones,
una de ellas se refiere a la condicion de “cosecha”, en donde los frutos fueron sacados del
arbol v seleccionados segin su tamafio, forma y principalmente firmeza, la cual alcanza un
valor superior a los Skg. La otra condicion denominada “madure”, se refiere a frutos que
fueron mantenidos a temperatura ambiente hasta que se produjo el ablandamiento del fruto
hasta alcanzar una firmeza inferior a lkg,-' estando en condicién de ser consumidos.
Tomando como referencia estas dos condi%ibnes se procedi6 a tomar muestras de frutos de
cuatro variedades de Prunus persica,

El analisis de los frutos provenientes de las cuatro variedades desde las condiciones de
cosecha y maduro muestra que a nivel fisiologico, existen una serie de cambios que son
interesantes (Figura 1, Anexo II). Por ejemplo, las cuatro variedades muestran cambios en
el contenido de etileno y CQ; al comparar duraznos provenientes de cosecha y maduros.
Estos cambios son distintivos en cada una de las variedades. Por otro lado, no se aprecia un
gran cambio en el contenido de aziicares y en acidez durante la madurez. También es
interesante observar que entre las cuatro variedades existen diferencias en el tiempo en que
cada una de ellas necesita para alcanzar la presion adecuada para el consumo, O Henry y

Angelus demoran 6 dias, Elegant Lady 7 dias y July Red 3 dias. Los datos mostrados

corresponden a mediciones en 30 frutos de cada variedad y en ambas condiciones de



e

realizadas por la unidad de Postcosecha del INIA en el marco del proyecto genomica

funcional en nectarines. (http://www.genomavegetal.cl).
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Figura 1.- Cambios fisiologicos que se producen en las distintas variedades producto del ablandamiento
en el paso de cosecha a maduro

Sobre la base de las diferencias fisiologicas mostradas en la Figura 1, es esperable observar
cambios en la acumulacion de proteinas, al comparar frutos provenientes de la cosecha
versus maduros y entre las distintas variedades en estudio.

Algunas de las proteinas que se espera que estén mas acumuladas en la condicion madura
de todas las variedades son aquellas que tienen relacion con el desmantelamiento de pared
celular que acompaiia al proceso de maduracion. Ademas, es posible que también existan
cambios en una serie de proteinas que son codificadas por genes que se inducen durante el
proceso de maduracion de frutos climatéricos entre ellos se cuentan proteinas que alteren la

composicion de carbohidratos, proteinas involucradas en la degradacion de clorofila, otras




involucradas en la conversién de almiddn en azicar por nombrar algunas (Medina Suarez y
col,1997; Giovanonni y col 2001; Brummell y col 2004).

Como se observa en la Figura 1, ademas de las diferencias en el proceso de ablandamiento
entre variedades, también se presentan otros cambios en los restantes parametros
fisiolégicos, lo que hace suponer que las diferencias desencadenadas durante el proceso de
maduracién involucran muiltiples cambios a nivel de genes y proteinas. Como se menciono
anteriormente, existen estudios que explican algunos de los cambios que sufre el fruto,
como por cjemplo el aumento de la cantidad de etileno y el ablandamiento, pero el proceso
involucra cambios mas complejos que afectan otras propiedades de los duraznos y
nectarines, es por esto un analisis global ya sea de la expresion de genes o de la
acumulacion de proteinas podria ayudar a-entender los mencionadas cambios. (Anjanasree
et al 2005, Trainotti y col 2003).

Para analizar estos cambios hay varias aproximaciones experimentales como construir
genotecas de cada una de las condiciones y variedades, secuenciar los EST’s y seguir un
perfil de expresion digital. Otra alternativa es realizar estudios de correlacion génica
utilizando micro o macroarrays. Alternativamente, se puede utilizar una aproximacion que
ha sido menos explorada .y que consiste en comparar los cambios cualitativos y
cuantitativos que ocurren en la acumulacion de proteinas durante la maduracidn. Esta
aproximacion protedmica se puede ademas extender a la comparacion de las distintas
variedades de duraznos.

Esta tesis se enfoco en esta ultima estrategia, como una de manera de descubsir multiples

factores involucrados en el proceso de maduracién de variedades y ver cambios més

globales que se producen durante este proceso. Para hacerlo se decidié comparar el




proteoma de los frutos, que es el conjunto de proteinas que se acumulan en una condicion
determinada, y una de las maneras més utilizadas para resolver el gran nimero de proteinas
que lo constituyen, es el uso de geles bidimensionales, metodologia que permite apreciar un
gran nimero de proteinas en un solo gel. La ventaja de estudiar el proteoma es que
podemos identificar muchos cambios de una sola vez siguiendo el perfil de acumulacién en
las condiciones a comparar. Ademés, esta técnica puede ser complementada con la
secuenciacion de proteinas, identificando proteinas que cambian o permanecen inalteradas
al comparar variedades o etapas de la maduracion. De esta forma podemos aprender mucho
del proceso de maduracién de cada una de las variedades y ademés buscar patrones de
compoﬂaﬁiento comun y también particular de cada una de ellas.

El estudio de las proteinas es ventajoso pbrcme en muchos casos los niveles de expresion
de RNAm no se corresponde con los n:ix;el'es de acumulacion de la proteina, producto de
modificaciones tanto post transcripcionales como post transduccionales, por lo que un
analisis a partir d¢ RNAm o EST's no necesariamente se corresponde con la parte funcional
a nivel celular como es la proteina. (Anderson y col 1997; Anderson y col, 1998; Gygi y
col., 1999).

El primer problema que se.presenta para analizar el proteoma es obtener las proteinas
debido a que cada sistema biologico presenta distintas dificultades para la extraccion de
proteinas. En el caso de los duraznos y nectarines se presentan dos problemas principales
que en otros sistemas como bacterias y células animales no se presentan. Uno de ellos se
refiere a la cantidad de proteina; por ejemplo, a partir 1g de muisculo de ratén se puede
obtener aproximadamente 400mg de proteina (Casar y col, 2004), en cambio al trabajar con

duraznos se obtienen aproximadamente 200ug de proteinas a partir de 1 g de tejido. Por




esta razén el protocolo de extraccidn de proteinas debe ser lo més eficiente posible en
términos de rendimiento. El segundo problema que se presenta al extraer y analizar
proteinas desde los frutos son la gran cantidad de polifenoles, terpenos y polisacéridos
presentes en ellos, todos estos compuestos afectan el andlisis de las proteinas en geles
bidimensionales.

El uso de esta metodologia para analizar los cambios cualitativos y cuantitativos que
ocurren durante el proceso de maduracién de cada variedad deberia permitir observar un
gran mimero de proteinas que pueden estar cambiando o permaneciendo inalteradas en este
proceso fisioldgico. Asf seria posible identificar proteinas involucradas que sean comunes o
bien particulares de alguna variedad, marcando asi una diferencia en el proceso de
maduracién a nivel molecular y poder .atribuirle algin significado con relacién a las
diferencias organolépticas.

Esta técnica ha sido utilizada satisfactoriamente para seguir el patrén de maduracién de
otros frutos, como la banana (Dominguez — Puigjaner y col, 1992) y también para comparar
sistemas tan semejantes como ecotipos de Arabidopsis thaliona encontrando cambios
cualitativos y cuantitativos (Rossignol vy col, 2004; Bahrman y col, 2004; Radzikowski y
col, 2002).

Por los antecedentes planteados hasta ahora, en esta Tesis se plantea la siguiente Hipotesis :




2. HIPOTESIS

El proceso de maduracién de diferentes variedades de duraznos desencadena cambios
especificos en cada una de ellas a nivel de proteinas, asi como probablemente
comportamientos comunes a todas, que pueden explicar algunas diferencias y también

similitudes fisiologicas y organolépticas.

3. OBJETIVO
Analizar el perfil de acumulacion de las diversas protefnas durante la maduracién de cuatro

variedades de duraznos utilizando geles bidimensionales.

3.1 Objetivos especificos

1.- Obtener un protocolo de extraccion eﬁ:c:iente de proteinas de duraznos y resuspenderlas
en un buffer compatible con la técnica de geles 2D.

2.- Estandarizar las condiciones de isoelectroenfoque para la primera dimension

3.~ Seleccionar proteinas que no cambien su perfil de acumulacién y utilizarlas en la
normalizacion y analisis de imagen.

4.~ Tefiir con plata y secuenciar proteinas de interés utilizando LC/MS MS.

5.- Analizar la secuencia de los spots y entender el comportamiento de las proteinas en el
contexto de la maduracion de duraznos




4.0 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Duraznos y nectarines

Duraznos y nectarines fueron suministrados por la unidad de postcosecha del INIA-La
Platina. Estos frutos fueron recolectados en huertos de empresas productoras y exportadoras
ubicadas en la region metropolitana. Para la extraccion de proteinas se utilizaron duraznos y
nectarines de cuatro variedades provenientes de dos condiciones de postcosecha distintas,
frutos tomados a la cosecha y frutos con madurez de consumo. Por cada variedad y en cada
estadio se utilizaron 3 frutos distintos, de cada uno de los frutos se realizd un gel
bidimensional, completando entonces 24 geles (4 variedades x 2 condiciones x 3 geles = 24

geles).

Cosecha “‘. “‘ ‘.“. {‘.{

¢l ¢c2 c3 cl ¢c2 c3 cl ¢c2 c3 cl ¢2 c3
o G G @ G666 €66 6 ¢
m1 m2 m3 m1 m2 m3 m1 m2 m3 m1 m2 m3

l

n =6 geles
cosecha y 3 demaduro)
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Estos frutos se comportaban segiin ¢l promedio de la cosecha del afio 2003 cuyas

caracteristicas se muestran en la Figura 1. Para todos los frutos se utilizo las regiones

ecuatoriales del mismo. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas individuales de los

frutos utilizados.

Tabla 1. Resumen calidad de frutos individuales usados para Ia extraccidn de proteinas por
variedades vy estadio.- Por cada variedad en el estadio de cosecha se eligié el fruto por su
firmeza y en maduro se escogié por Ia firmeza del frnto y también el porcentaje de jugo libre.

Cosecha Maduro
Firmeza {kg) * Firmeza {kg) / % Jugo libre

O'HENRY Frutoa: 7.5 Fruto A: 075 [ 3562%
Fruteb: 7.0 Frute B: 081 / 31.05%
Frutoc: 8.0 Fruto C: 075 ! 3743%

ELEGANT Frutoa: 5.5 Frute A: 055 [ 33.25%
LADY Frutoh: 65 FrutoB: 075 [ 35.70%
Frutoc: 6.9 FrutoC: 067 [/ 3643%

ANGELUS Frutoa: 83 Fruto A: 095 [ 32.40%
Frutob: 7.2 FrutoB: 065 [ 36.70%

Frutoc: 7.5 FrloC: 0,80 38.40%

' JULY RED Frutoa: 58 FrutoA: 068 [ 3541%

Frutob: 53 Frute B: 07 [/ 29.85%

Frutecc: 4.8 FrleGC: 05 [/ 38.41%

* En frutos obtenidos del estadio cosecha no se mide % Jugo libre

debido a 1a alta firmeza de los frutos.

Segin los datos entregados en la introduccion, para 30 frutos de O "Henry del estadio

cosecha ia firmeza promedio fue de 7,4kg y en el estadio maduro fue de 0.81kg , en el caso

de Elegant Lady el promedio de firmeza en cosecha fue de 6.45kg y en frutos maduros de

0.64kg. Para la variedad Angelus fue de 7.5kg v/s 0.9kg y en July Red 5.3kg v/s 0.65kg

para los fiutos de cosecha y maduros respectivamente.
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Los valores de firmeza y porcentaje de jugo libre de los frutos utilizados para la extraccion
de proteinas (Tabla 1) se comportan de acuerdo al promedio de las mediciones realizadas

para 30 frutos por la unidad de postcosecha de INIA La Platina,

4.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron todos de grado analftico y comercializado
por distintas empresas. De Sygma se utiliz6 SB3, Anfolitos de pH3 -10y 5 -7, de la
empresa Merck se utilizo Acido acético, EDTA, Etanol, HCl 37%, PMSF, Urea, Tiourea,
Ditionito, Nitrato de plata, Formaldehido y Carbonato de; sodio, en tanto de la empresa US
Biological se obtuvo Sacarosa, Tris ultrapuro y CHAPS, por otro lado de Applichem se
ocupo Iodoacetamida y Temed, de Winklér-se obtuvo el DTT , de Fermentas se uso el

estandar de Peso Molecular y finalmente de Biolabs se us6 el BSA (10ug/ul).

4.2 Extraccion de proteinas

La muestra bioldgica de cada una de las variedades y en cada uno de los dos estadios fue
sometido al mismo protocolo de extraccion de proteinas. Este consistié en tomar 2g del
mesocarpo del fruto, el que posteriormente se molié en N, liquido hasta obtener un polvo
fino. Luego se transfirié a un tubo corex de 30 ml y se agregd 5 ml de fenol saturado
basico v 5 ml de tampdn de extraccion (Sacarosa 0.7M, Tris HCl 0.05M pH 7.8, PMSF
0.002M, DTT 0.002M, EDTA 0.005M, HCI 0.03M y KCl] 0.1 M), la mezcla se agitd en
vortex a méaxima fuerza por 5 minutos y posteriormente se centrifugé a 12.000g por 14
minutos a 4°C obteniéndose dos fases. La fase inferior era la acuosa, con una gruesa y

blanquecina interfase y una fase superior de fenol, en la cual se encontraron las proteinas.




Se retird la fase fendlica superior y se transfirié a un nuevo tubo corex de 30 ml al cual se le
agregaron 3 ml de fenol saturado basico y 3 ml del tampén de extraccién ya mencionado.
Se centrifugd a 12.000g por 14 min, este filtimo paso se repitid una vez méas .La fase
fendlica se transfirid a 3 tubos corex de 30ml y se le agregd 5 volimenes de una solucion
de acetato de amonio 0.1M en metanol, la cual se utiliza a — 20° C, posteriormente se
mantuvo la mezcla a esa temperatura durante toda la noche. Se centrifugo a 12.000g por 6
minutos y se elimind el sobrenadante. Se agreg6 3ml de la solucion de acetato de amonio
0.1M en metanol y se agitd en vortex a méaxima fuerza por 5 minutos. El tubo se mantuvo a
—20° C por 15 minutos, y se repitio la centrifugacion y se elimind el sobrenadante. Luego,
se agregd 3 ml acetona 80% la cual se encontraba a —20° C, se agitd en vortex a méxima
fuerza por 5 minutos y se mantuvo a — 20% C por 15 minutos. Posteriormente se centrifugd a
12.000g por 15 minutos, se elimind el sobrenadante y se dejo secando a 37° C toda la
noche. Las proteinas fueron resuspendidas en el tampdn de isoelectroenfoque R2D2 (Urea
5M, Tiourea 2M, CHAPS 2% p/v, SB3 — 10 2% p/v, DTT 20mM, TCEP 5mdM, anfolitos
de rango de pH 3- 10 0.25% y 5 — 7 0.5%) en un volumen final que vari6 entre los 100 y

200 ul, una vez resuspendidas se mantuvieron a —80° C hasta su uso.

4.2.1 Cuantificacién de proteinas

Parala cuantiﬁcacic"m de las proteinas se uso el procedimiento de Bradford (Bradford 1976)
modificado para placas ELISA de 96 pocillos. La curva de calibracién fue realizada con 0,
1,1.5, 2,3 pg de BSA (Ipg/ul). Asimismo, se utilizaron diluciones (por triplicado) de Ias

proteinas extraidas desde los frutos.
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Posteriormente se midio la absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro Sunrise marca
Tecan -con el programa Magellan.

4.2.2Primera dimension: Isoelectroenfoque

Para la primera dimensién se tomd 120 pg de proteinas, se agregd 6,6 pl DTT 1M, 15,5 il
de TCEP 0.1M y se adiciond buffer R2D2 hasta completar 310 pl de solucién total,
(concentracion final DTT: 20Mm y concentracion final TCEP: 2mM) posteriormente se
incubd por 30 min. a 30 °C y luego se agrego a la bandeja de isoelectroenfoque de BIO~
RAD, a continuacion se puso sobre la muestra el strip de pH 3 — 10 NL de 17 cm, se dej6
por 30 min y luego se agregd sobre el strip aceite mineral con el objetivo de evitar la
deshidratacion del gel durante el isoelectroenfoque .

El programa usado para la primera dimens'i'(:)'n‘.se describe a continuacion:

1.- Rehidratacion activa a 50 V por 11 hrs.\

2.- Ascenso lineal del voltaje hasta 150V por 30min

3.- Ascenso lineal del voltaje hasta 2000V por 1H y 45 min

4 - Ascenso rapido del voltaje hasta 6000V por 3Hrs y 30 min

5.- Ascenso rapido del voltaje hasta 10000V por 7Hrs

Alcanzando un voltaje — -hora aproximado de 69500VH con un tiempo total de

isoelectroenfoque de 23Horas y 45 minutos.
4.2.3 Equilibracion de strips y segunda dimensién: SDS - PAGE

Una vez terminada la primera dimensidén, los strips fileron sacados de la bandeja de

isoelectroenfoque y colocados en 3ml de la solucidn de equilibrio 1 (3,6 g de urea, 2% de
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SDS 10 %, 2,5 % buffer 1,5M pH 8,8, 2% glicerol ) y a la que se le agregd DTT hasta una
concentracion de 2%, los strip permanecieron por 15 minutos en esta solucién. Luego se
traspasd a 3ml de la solucién de equilibrio la cual esta vez fue suplementada con iodo
acetamida hasta una concentracién de 2,5 %, se mantuvo por 15 minutos y posteriormente
se transfirieron los strips a los geles de poliacrilamida al 12,5% y se agregd agarosa con
trazas de azul de bromofenol en la parte superior del gel para seguir el frente de
movimiento. Posteriormente los geles se instalaron en la cimara de segunda dimension de
BIO — RAD, se agregd solucion de corrida Tris 25mM, glicina 192mM y SDS 10% hasta
dejarlo a una concentracion 0.1% P/V. Los geles fueron sometidos 2 un campo eléctrico de

60 V por 18 hrs.

4.2.5 Tincién de los geles Bidimensionales.
Para los geles preparativos (120 pg de proteinas por gel) los geles fueron tefiidos con plata

utilizando una modificacion del protocolo de Yan y col (2000).

4.2.6 Captura de imagen
La imagen posteriormenter fue captada por el programa GeneSnap de Syngene y
almacenada bajo este formato de archivo (.sgd) y como archivo TIF para el analisis

posterior de las imagenes
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4.3 Analisis de los geles.

4.3.1 Normalizacion de Ia Imagen

Para realizar la normalizacién de la imagen de los geles, se eligieron 18 proteinas que
estuvieran presentes a lo largo y ancho de todo el gel en las 4 variedades, en las 2
condiciones y que presentaran un coeficiente de variacion (CV) menor a 0.5 que es lo
permitido para una variacidn técnica propia de la manipulacion de los geles
bidimensionales (Cloe y col 2003) (Molloy y col 2003).

El primer paso para calcular el CV, es medir el volumen cada una de las 18 proteinas

(volumen = intensidad x Area) y medir el background propio de la imagen del gel. Al restar

el background al volumen de la proteina sé-.obtuvo el volumen gjustado (Vol Adj). Luego
se calculo el porcentaje de volumen ajustaél'o (% Vol Adj) usando el programa Quantity one
(BIO — RAD), que es ¢l valor en porcentaje que aporta cada una de las proteinas en
relacion al valor total de volumen de las 18 proteinas.

Una vez hecho esto para cada uno de los geles se puede calcular €l CV. Para ello se calcula
el promedio del valor de porcentaje de volumen ajustado de cada proteina en los seis geles
(tres geles de la condicién cosecha y tres de la condicidn madura) y posteriormente la
desviacion estindar y finalmente el CV que es la de'sviacién estandar dividida por el
promedio. El CV de cada una de las 18 proteinas no supero el valor limite de 0.5 y fueron

utilizados para normalizar el valor de porcentaje de volumen ajustado de proteinas

“candidatas” a presentar cambios significativos.
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4.3.2 Identificaciéon de cambios cualitativos y cuantitativos

Con los geles obtenidos se realizaron comparaciones viendo cambios entre cosecha y
maduro para cada una de las variedades, asi como también cambios en la acumulacion de
proteinas para la condicién de cosecha de cada una de las variedades para buscar
diferencias entre ellas.

Para realizar la comparacién ya sea cosecha versus maduro, o variedad versus variedad, se
incluye la proteina a estudiar, dentro de las 18 utilizadas para normalizar y se calcula el
porcentaje de volumen ajustado (se tiene entonces 19 proteinas) y se compara con la misma
proteina pero en los geles de la otra condicion. Al valor promedio obtenido para cada
proteina a estudiar, se le aplico un andlisis de t de student con un a = 0.05 para comparar

los valores de cosecha versus maduro (anilogamente para el caso variedad versus

variedad), de este modo se determino si el cambio fire significativo.

4.3.3 Tincion y secuenciacion de spots

La técnica usada para secuenciar es MS/MS y fue realizada en el Centro de Protedmica de
la Universidad de Cambridge. Para esto fue necesario enviar las proteinas escindidas de los
geles tefiidas con una tincion compatible con la técnica. Para ello se cargd en los geles una
cantidad de 350 g de proteina total y se procedid a tefiir con azul de Coomasie coloidal
que presenta una menor sensibilidad que la plata, pero es altamente compatible con la

secuenciacion MS/MS.
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4.3.4 Identificacién de las proteinas.

El analisis de la secuenciacion se realizé utilizando el sofiware MASCOT que a través de
los péptidos que entrega el analisis por MS/MS es capaz de identificar el mejor “hit” de
esos péptidos contra las bases de datos existentes. Para corroborar los datos entregados por
MASCOT, los péptidos obtenidos de la secuenciacion fueron analizados por medio del
algoritmo tBLASTn usando la base de datos del proyecto genoma de duraznos consistente

de cerca de 10.000 unigenes obtenidos a partir de la secuencia de 50.000 ESTs

(www genomavegetal.cl). En todos los casos hubo coincidencia en el mejor hit al comparar
ambos analisis.
Para cada proteina identificada se busco su secuencia aminoacidica completa y a través de

la pagina www.cxpasy.org se calculd el peso molecular y el punto isoeléctrico de la

proteina para realizar la comparacion con su ubicacion en el gel. El calculo del peso
molecular de la proteina en el gel se hizo utilizando marcadores de peso molecular y

usando el RE
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5.0 RESULTADOS

5.1.1 Separacion de proteinas de duraznos y nectarines usando distintos protocolos de

extraccion.

La primera etapa de esta tesis consistié en obtener un protocolo de extraccion eficiente que
permitiera obtener el mejor rendimiento en cuanto a la relacion tejido inicial/ proteinas y
ademas que dicho protocolo permita obtener una alta resolucion de las proteinas en un gel
bidimensional (> a 200 proteinas). En una primera etapa se procedi6 a utilizar un protocolo
basado en el uso de Triton X — 100, DTT y acido tricloroactico (Figura 2A), sin embargo
no se obtuvieron geles de alta calidad ni tampoco un alto rendimiento (aproximadamente 50
ug proteinas a partir de 2g de tejido), luego se procedid a utilizar un protocolo basado en el
uso de SDS,  Mercaptoetanol (Figura 2B) y precipitaciones con acetona, sin embargo el
rendimiento en este caso también fue baii.)"y la calidad de geles bidimensionales no fue
Optima en cuanto a rendimiento y a nimero clie spots visibles.

Finalmente se prob6 el protocolo descrito en materiales y métodos descrito por Holford y
colaboradores el afio 2002, a partir del cual se obtuvo un alto rendimiento (400 ug de
proteinas a partir de 2g de tejidos) el cual fue optimizado en este trabajo, al resuspender las
proteinas en un nuevo tampoén (Urea 5M, Tiourea 2M, CHAPS 2% Y SB3- 10.2%, DTT
20mM, TCEP 5mM y anfolitos 4 — 6.5 :0.5% y de pH 3 — 10 : 0.25%) (Méchin y col,
2003), y no en el descrito por Holford (Urea 8M , Chaps 2%, DTT 20mM y anfolitos de pH

4-6.5,0.5%) (Figura2 Cy D)
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Figura 2.- Separacion de proteinas de duraznos y nectarines extraidas
utilizando distintos protocolos . En esta tesis se comenzd utilizando un protocolo
basado en la extraccion con Triton X — 100 y &cido triclorodcetico (A),
posteriormente se utilizd un protocolo que incluia glicerol, # Mercaptoetanol y SDS
(B), hasta que se probo con uno basado en extraccién fenolica (C), el cual fue
optmnzado en cuanto al uso del tamp6n de resuspensxon de proteinas (D), en las
imégenes se puede apreciar claramente la mejora en la resolucidon de los geles
bidimensionales. Las proteinas fueron corridas en la primera dimension con el
protocolo descrito en la seccidn 4.2.2, separadas en un gel al 12,5% y posteriormente
tefiidas con plata segin lo descrito en la seccidén 4.2.4
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Como se puede apreciar en las imagenes de la figura 2, aumenta claramente el nimero de
spots que se resuelven en los geles bidimensionales, en el caso de la figura 2A se aprecia
que el mimero de proteinas no es superior a las 50, un caso similar ocurre en el caso del
protocolo basado en glicerol y B Mercaptoetanol (Figura 2B), sin embargo al utilizar el
protocolo descrito por Holford y colaboradore;, se aprecia un aumento en el nimero de
spots visibles en el gel (Figura 2C), sin embargo, las proteinas no estaban bien definidas en
todo el rango de pH, lo que se ha descrito que puede deberse a un mal enfoque, producto de
que el tampoén de resuspension no es el adecuado, considerando lo anterior se procedid a
utilizar el tampon descrito en Materiales y Métodos {Mechin y col, 2002), el cual mejoro la

calidad de los geles bidimensionales, observando aproximadamente 300 proteinas en cada

gel.(Figura 2D),
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5.1.2 Extraccién de proteinas desde distintas variedades de duraznes y nectarines.

Con el fin de analizar los cambios que ocurren durante la maduracion de frutos en el
contenido de las proteinas en las variedades O Henry, Elegant Lady, July Red y Angelus,
se implemento el protocolo de extraccion de proteinas descrito en Materiales y Métodos.
Este procedimiento permiti obtener aproximadamente 300 pg de proteinas a partir de 2g
de mesocarpo de los frutos. . Este rendimiento se mantuvo constante independiente de la
condicién de postcosecha o de la variedad utilizada para extraer las proteinas.

Una vez extraidas las proteinas, estas fieron analizadas en un gel de poliacrilamida-SDS al
12,5%. Como se observa en la Figura 3, las proteinas presentan un patron definido y de
buena calidad, sin embargo la resolucion obtenida en este gel de una dimension no es
suficiente para apreciar cambios significativos en las proteinas al comparar distintas
variedades y condiciones estudiadas, Este resultado posiblemente es producto de la Jimitada
resolucién de un gel de una dimensidon de 7 cm de longitud, ademéas de la similitud
genética que existe entre las variedades de Prunus persica en estudio. . Con el fin de
apreciar una mayor cantidad de proteinas, de manera de detectar cambios en el contenido
de las proteinas a nivel de las variedades o durante la maduracion de los frutos, se procedié
a realizar geles bidimensionales los cuales son capaces de resolver un mayor niimero de
proteinas en solo un gel. Utilizando esta metodologia se logrd resolver aproximadamente
300 proteinas de los frutos de duraznos y nectarines en un solo gel, lo que aumenta
considerable la capacidad de anlisis tanto a nivel de variedades como a nivel de condicidn

de postcosecha
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Figura 3- Separacién de proteinas obtenidas desde distintas variedades durante 1a maduoracién de
frutos. En un gel SDS 12.5% se scpararon las proteinas provenientes del mesocarpo de frutos firmes
(cosecha) o maduros de las distintas variedades.. (1) cosecha y (2) maduro de la variedad O'Henry (3)
cosecha y (4) maduro de la variedad Elegant lady, (5)-cosecha (6) maduro de la variedad July Red, (7)
cosecha (8) y maduro de la variedad Angelus. .El gel fue cargado con 8pg de proteina por carril y se
corrié a 100V por 90 minutos ¥ posteriormente foe tefiido con plata segun el protocolo descrito en
Materiales y Métodos.

Para identificar cambios en el contenido de proteinas de las distintas variedades, se
analizaron 3 geles bidimensionales los cuales se identificaron como ¢l, ¢2 y ¢3 para
proteinas provenientes desde.duraznos obtenidos desde la cosecha de cada variedad y como
ml, m2, m3 para los geles donde se separaron las proteinas provenientes de duraznos
maduros de cada variedad. En total se realizaron 24 geles (4 variedades x 2 estadios x 3
muestras biologicas = 24 geles). Para el anélisis que se describe en esta tesis se muestra

solo un gel representativo por condicién y variedad, el cual fue fragmentado con un

cuadriculado de 25 secciones para facilitar la comparacion de los geles.

23



Como es sabido, una de las dificultades para la separacion de proteinas en geles
bidimensionales es la reproducibilidad entre los distintos geles, por esta razén, y con el fin
de poder establecer entre los distintos geles comparaciones cualitativas y cuantitativas se
procedié a identificar un nimero de proteinas que no cambib significativamente su
contenido y que se utilizaron para normalizar la imagen. De esta forma se seleccion6 un
niimero de proteinas presentes en todas las condiciones analizadas y que presentaran un
nivel constante de acumulacién. Bajo esta premisa se seleccionaron 30 proteinas presentes
en duraznos provenientes de cosecha y maduros, las que fueron analizadas en cada uno de
los geles realizados para cada variedad. De esta forma para una variedad, cada proteina
seleccionada para la estandarizacién fue analizada en 6 geles distintos. Inicialmente se
analizaron 30 proteinas distintas, a las que se les calculd el coeficiente de variacion,
parametro que permite discriminar st laé proteinas seleccionadas permanecen constantes
entre los geles. Dicho coeficiente se obtiene al dividir la desviacidn estandar del porcentaje
de volumen ajustado de cada spot por el valor promedio del mismo. Al realizar este célculo
el resultado no file superior a 0.5 para las proteinas seleccionadas en cada una de las
variedades. Este niimero representa la maxima variacion permitida para las desviaciones
propias de los geles bidimensionales (Cloe y col 2003, Molloy y col 2003). De las 30
proteinas elegidas inicialmente, se seleccion6 un mimero de 18 que estdn distribuidas a lo
largo y ancho de los geles. Este grupo de proteinas fue utilizado para normalizar las
‘
imagenes, es asi como se calculd el valor de porcentaje de volumen ajustado de las

proteinas, determinando si existifan diferencias significativas al comparar distintos estadios

de maduracion y diferentes variedades.
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De modo de presentar los datos ordenadamente, se muestra primero los cambios en la
acumulacién de proteinas durante la maduracion en O'Henry, luego Elegant Lady,
posteriormente Angelus y finalmente July Red. Luego se muestra una comparacion de
variedades en el estadio de cosecha (es decir cosecha O'Henry v/s cosecha Elegant v/s
cosecha de Angelus v/s cosecha de July Red), para analizar las diferencias de proteinas

existentes entre las variedades mencionadas.
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Figura 4(B).- Proteinas de durazno O’Henry en condicion maduro. Las proteinas fueron extraidas de
acuerdo a lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos, y separadas por isoelectroenfoque en un
gradiente de pH no lineal de 3 a 10 hasta alcanzar un voltaje hora aproximado a 69500. El enfoque de las
proteinas se realiz6 en 23.5 horas a una temperatura de 20°C. Para la segunda dimension las proteinas
fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12,5% corrido a 50V durante 17 horas, a temperatura
ambiente. Posteriormente las proteinas fueron tefiidas con plata segin lo descrito en Materiales v
Métodos. A la derecha de los geles se muestra el peso molecular relativo de las proteinas. Los geles
fueron divididos en 25 cuadrantes para ser analizados. Con las flechas naranjas se sefialan 30 spots que al
ser comparados con los mismos en la condicion de cosecha poseen un C.V menor a 0.5. Con flechas de
otro color se sefiala la posicion de proteinas que cambian significativamente




Al analizar las imagenes de las proteinas extraidas desde O Henry, se observa un nimero
aproximado de 300 proteinas por gel. Estas se encuentran distribuidas a lo largo de todo el
gradiente de pH desde el extremo acido al basico y en todo el rango de peso molecular.

Como se menciond anteriormente se eligieron 30 proteinas mayoritarias, sefialadas con
flechas de color en la Figura 4 (A) y (B), las que al ser analizadas mostraron valores
similares de porcentaje de volumen ajustado, determinando que el coeficiente de variacion
para los 30 spots provenientes de esta variedad no superaban el valor de 0,5. Como se
muestra en la Tabla 2 tan solo los spots 14, 22, 24 y 25 estan cerca del limite permitido,
pero ninguno lo supera, oscurecidos en la tabla se muestran los elegidos para normalizar la

imagen.
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Tabla 2.- Determinacién del coeficiente de variacién de 30 spots en los seis geles
bidimensionales de 1a variedad O Henry. Utilizando el programa Quantity one se determino el
porcentaje de volumen ajustado de cada uno de Ios 30 spots indicados en [a Figura 2 para los tres
geles bidimensionales de proteinas exiraidas de frutos en estado de cosecha y de tres geles de
frutos en estado maduro. En Ia primera columna se muestza el nimero del spot, en la segunda
columna se muestra el promedio de volumen ajustado de ese spot en los seis geles a continuacion
su desviacion estdndar y el coeficiente de variacidn (CV) que es ia razon entre la desviacion y el
promedio.

Promedio O'Henry Desv Est Coeficiente de variacién
n =6 geles D.E CV = D.E/Promedio
Spot N° % Volumen ajustado
1 ~ 11,48 .0 2,20 Eoewr t 0,19 v
2 4,97 T 1.27. TEe T 2028 Tl
3 6,06 - . 120 |77 o . 5020 werer 2
4 . 3,75 'l 044 R 0,12 = .:
.5 4,27 : 0.70 - | v - 0,16
6 3.18 L - 092 | »: o 020,
7 3,09 0,82 o 0,30
8 1243 .. A5 1. . . 013 ¢
9 158 082 o w 02000 o
10 1468 o why 0588 | 4 v #0830 v si
11 206 o o of- 050 O} o+ < Q24 ¢
12, 472 1,70 - 4+ - 0,36,
13 A 6,39 - 1,10 e s 047 do
14 214 " 097 | > - 045 @ .
15 2,32 0,58 o hx 0,286 A,
16 347 . 1,30 .. RS . 0,37‘ g e ey
17 . : 1,23 : 0,26 R R
18 2,05 0,52 el . 0,25
19 2,20 042 0,18
20 1,81 043 0,27
21 2,80 1,13 0,40
22 3,28 1,50 0,46
23 3,27 0,71 0.22
24 1,12 0,56 0,49
25 1,67 0,78 0,47
26 1,75 0,45 0,26
27 2,72 1,08 0,39
28 0,94 0,34 0,36
28 1,44 0,17 0.12
30 . 0,72 0,18 0,25

*En las celdas oscurecidas se muestran los valores de las 18 proteinas utilizadas para normalizar
laimagen
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Al analizar las imagenes (Figura 4 A y B) se observan patrones muy similares al comparar
ambas condiciones. Se puede apreciar que no existe una gran cantidad de proteinas que
muestren diferencias del tipo “todo o nada”, lo que sugiere que probablemente durante el
proceso de maduracién de O'Henry los cambios fisiologicos y organolépticos que se
observan son debidos en su gran mayoria a disminuciones o aumentos cuantitativos en la
acumulacion de proteinas. En la Figura 5, se observan las proteinas denominadas O.P.1
(O’Henry Proteina 1), 0.P.2, 0.P.3 y O.P.4, que muestran cambios significativos entre las
condiciones de cosecha y madurez, en donde O.P.1, O.P.2, O.P.3 v O.P.4 se encuentran
acumuladas en esta ultima condicion, indicando que pese a los pocos cambios que se

observan, hay una tendencia favorable a la acumulacién de proteinas en los frutos maduros,

situacion que daria cuenta de cambios: que ocurren en la maduracidn como son el

ablandamiento o la mayor produccién de etileno por nombrar algunos.
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0.P.4 (Seccion A4,B5)
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Figura 5. Proteinas que cambian su grado de acumulacion en las dos condiciones de postcosecha. O.P.1,
0.P.2, O.P.3 y O.P.4.- En los paneles que acompafan los graficos se muestra las secciones de los tres geles
realizados para cada estadio, en donde se localiza la proteina. Debajo de cada imagen se muestra la letra del gel
correspondiente; cl, ¢2, ¢3 para cosecha y ml, m2, m3 para los geles de proteinas extraidas en duraznos
maduros. Sobre las imagenes se coloca el nombre del spot y la seccion del cuadriculado en que se encuenira. En
el caso de O.P.1, la seccion corresponde a C3, C4, para O.P.2 a la seccion A3, para O.P.3 la seccién es B2. B3 y
para O.P.4 la seccion es A4, B5 del cuadriculado mostrado en la Figura 4. El grifico de barra muestra la
cuantificacion del spot en dichos geles y su desviacion estindar en ambas condiciones, las diferencias son

significativas (t — student)

Del mismo modo como se analizaron los cambios en la variedad O Henry, se analizaron los

cambios en la acumulacion de proteinas en las variedades Elegant Lady, July Red y

Angelus.
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Figura 6 (B).-. Proteoma de durazno Elegant Lady en condicién maduro. Las proteinas fueron
extraidas de acuerdo a lo descrito en la seccion de Materiales y Meétodos, y separadas por
isoelectroenfoque en un gradiente de pH no lineal de 3 a 10 hasta alcanzar un voltaje hora
aproximado a 69500 demorando 23,5 horas a 20°C, luego se separaron en un gel de poliacrilamida al
12,5% corrido a 50V durante 17 horas a temperatura ambiente y posteriormente tefiidas con plata
segun lo descrito en Materiales y Métodos. A la derecha de los geles se muestra el peso molecular
relativo de las proteinas. Los geles fueron divididos en 25 cuadrantes para ser analizados. Con las
flechas naranjas. se sefialan los 30 spots que al ser comparados con los mismos en la condicion
cosecha poseen un C.V menor a 0.5. Con flechas de otro color se sefiala la posicion de proteinas que

cambian significativamente




Al igual que en la variedad anterior, se escogieron 30 proteinas (las mismas elegidas para

la variedad O'Henry) las que estin sefialadas con flecha en la Figura 6 (A) v (B). Esta
proteinas tampoco presentaron un coeficiente de variacion superior a 0,5 (Tabla 3) entre los
geles de cosecha y maduro. Si a esto le agregamos que los patrones de distribucion de las
proteinas en ambas condiciones son similares y que es dificil identificar cambios
cualitativos, se puede suponer que al igual que para la variedad anterior, los cambios que
experimenta el fruto son debido en gran parte a diferencias cuantitativas de algunas
proteinas.

A pesar de lo anterior, al analizar las imé&genes provenientes de la maduracién de esta
variedad se encuentra una serie de cambios drésticos en [a acumulacidn de proteifnas, es el
caso de E.P.1 (Elegant lady Proteina 1); EP.2 y EP.3, en donde apreciamos que E.P.1
esta mas acumulada en cosecha a diferencia'd'e E.P.2 y EP.3 que esta mas acumulada en la
condicién de maduro como se muestra en la Figura 7.

Si comparamos las posiciones relativas seglin peso molecular y punto isoelectrico entre
EP.3 y O.P.3 podemos decir que corresponden a la misma proteina y que ambas se
encuentran mas acumuladas en la condicion madura, indicando comportamientos similares
entre ambas variedades, sin. embargo al comparar O.P.1, O.P.2 y O.P.4 con las otras
proteinas que cambian en Elegant lady observamos que no hay correspondencia lo que
muestra que hay cambios propios de cada variedad, que posiblemente permitan aprender

sobre las diferencia fisioldgicas que se presentan en la maduracion entre las dos variedades

mencionadas.
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Tabla 3.- Determinacion del coeficiente de variacion de 30 spots mayoritario en los seis geles
bidimensionales de la variedad Elegant Lady. Utilizando el programa Quantity one se determino el
porcentaje de volumen ajustado de cada uno de los 30 spots indicados en la Figura 2 para 3 Ios geles
bidimensionales de proteinas extraidas de frutos en estado de cosecha y de 3 geles de frutos en estado
maduro. En Ia primera columna se muestra el mimero del spot, ¢n la segunda columna se muestra el
promedio de volumen ajustado de ese spot en los seis geles a continuacién su desviacién estandar y el
coeficiente de variacién (CV) que es la razén entre Ia desviacion y el promedio.

[

Promedio Elegant lady Desv Est Ceeficiente de variacién
n =6 geles D.E CV = D.E/Promedio
Spot N° % Volumen Ajustado
1 12,60 ) 4,00 . oceroe 20,320 i e
2 475~ . 065" e v 014 Y
3 442 .y 074 54 = QA7 -
4 5,23 : 0,58 w 011 .
5 4,52 » o 1,27 R 0,28 " = ki
8 4,58 il 1225 T e 2027w g
6 299 - Cfln 4080 vl o 0,35 e ¢
7 12,93 .. 386 T e D80T L e
g . 275 . ° 1. 083 e o w0300 wen s
10 1,79 |- 0,14 CFe e 008 v
11 1,93 0,72 ‘e e 0,38 0
12 237 066 - .- - 0,28
13 . 3,33 ~ 425 "1 Tt . 0,38 o
14 1,69 - 0,70 oo R
15 - 3,03 1,28 o - o 042 =i o~
16 3,41 L 1,12 - |v te. 7 0,330 40 '
17 1,19 048 - ¢ 040 = -
18 2,21 048 0,22
19 2,29 0,98 0,43
20 2,42 0,97 0,40
21 3,37 1,59 0,47
22 2,77 1,00 0,36
23 1,64 0,32 0,20
24 2,25 0,95 0,42
25 1,53 0,72 047
26 ' 1,56 0,82 0,52
27 2,26 046 0,20
28 1,69 0,78 0,46
29 1,48 0,44 0,30
30 0,99 0.41 0,42

*En las celdas oscurecidas se muestra el valor de las 18 proteinas utilizadas para normalizar la
imagen.
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Figura 7. Andlisis spots que cambian su grado de acumulacion en las dos condiciones  de postcosecha,
E.P.1, E.P.2, EP.3.- En los paneles que acomparfian los graficos se muestra las secciones de los tres geles
realizados por condicién en donde se encuentra el spot. Debajo de cada imagen se muestra Ia letra del gel
correspondiente; cl, ¢2, ¢3 para cosecha y ml, m2, m3 para los geles de proteinas extraidas en duraznos
maduros. Sobre las imagenes se coloca el nombre del spot y 1a seccién del cuadriculado en que se encuentra. En
el caso de E.P.1 la seccién corresponde a C4, para E.P.2 a la seccitn E5, y para E.P.3 la seccion es C2 para del
cuadriculado mostrado en 1a Figura 6, el grifico de barra muestra 1a cuantificacion del spot en dichos geles y su
desviacion estindar en ambas condiciones, las diferencias son significativas (t — student)

Hasta este momento se han analizado dos variedades de duraznos en las cuales se
encuentran cambios significativos en el perfil de acumulacion de proteinas, en el siguiente
caso se quiso estudiar el comportamiento del nectarin July Red en las dos condiciones

estudiadas, los analisis se muestran a continuacion.
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Figura 8 (B).-. Proteinas del nectarin July Red en condicién maduro. Las proteinas fueron
extraidas de acuerdo a lo descrito en la seccién de Materiales y Meétodos, y separadas por
isoelectroenfoque en un gradiente de pH no lineal de 3 a 10 hasta alcanzar un voltaje hora aproximado a
69500. La separacion se realizo por un tiempo de 23,5 horas a una temperatura de 20°C. Las proteinasse
separaron en un gel de poliacrilamida al 12,5% corrido a 50V durante 17 horas a temperatura ambiente
Yy posteriormente se tifieron con plata segin lo descrito en Materiales y Métodos. A la derecha de los
geles se muestra el peso molecular relativo de las proteinas. Los geles fueron divididos en 25 cuadrantes
para ser analizados. Con las flechas naranjas se sefialan los 30 spots que al ser comparados con los
mismos en la condicion de cosecha poseen un C.V menor a 0.5. Con flechas de otro color se sefiala la
posicion de proteinas que cambian significativamente




Al igual que en las variedades O'Henry y Elegant lady se escogieron las mismas 30
proteinas que no presentaron un coeficiente de variacioén superior a 0,5 (Tabla 4). Como se
puede apreciar en la Figura 9, J.P.1 (July Proteina 1), J.P.2, J.P.3 y J.P.4. presentan una
mayor acumulacién los geles bidimensionales provenientes de proteinas de nectarines
maduros No fue posible encontrar proteinas que se acumularan en la etapa de cosecha y no

en el nectarin maduro.
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Tabla 4.- Determinacion del coeficiente de variacion de 30 spots mayoritario en los seis geles
bidimensionales de la variedad July Red. Utilizando el programa Quantity one se determino el
porcentaje de volumen ajustado de cada uno de fos 30 spots indicados en la Figura 2 para 3 los
geles bidimensionales de proteinas extraidas de frutos en estado de cosecha y de 3 geles de frutos
en estado maduro. En la primera columna se muestra el nimero del spot, en la segunda columna se
muestra el promedio de volumen ajustado de ese spot en los seis geles a continuacion su desviacidn
estandar y el coeficiente de variacién (CV) que es la razén entre la desviacion y el promedio.

Promedio July Red Desv Est Coeficiente de variacidn.
n =06 geles D.E CV = D.E/promedio
Spot N°
1 12,41 2,43, ) 020 - )
2 4,30 . - 0,42 woop ek 000 1 e -
3 448 ~ 0,99 I Y A el
4 458 0,87 e 019 - s
5 2,96 0,66 0,22 - +.x W
] 3,38 0,88 CFLmd ot 0,28 ¢ -
7 3.07 0,87 L + 0,28
8 14,58 _ 2,15 . w 018 -
- 9 2,16 BEES i " 0,32 -+
10 1,77 o ey w0285 0 T
11 . 2,00 : o D44 seneya e G
12 3,38 041 » .
13 3,11 . e s 0,300 T e s
14 2,63 <. - 039 .
15 3,18 iy T ¢ -y § 5
16 242 . .. .-088 e 0,28 el
17 1,54 } 0,74 Wt e 048 0 -
18 2,65 | . 0,27 T . 010- -
19 2,53 1,65 0,65
20 2,77 0,98 0,36
21 2,94 0,74 0,25
22 3,00 0,72 0,24
23 1,56 0,58 0,38
24 1,72 0,61 0,35
25 1,99 0,86 0,43
28 1.53 0,54 0,35
27 3,18 1.45 0,45
28 - 1,38 0,60 0,43
29 1,44 0,55 0.38
30 1,37 0,50 0,36

*En las celdas oscurecidas se muestra el valor de las 18 proteinas utilizadas para normalizar Ia
imagen
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J.P.4 (Seccion A3)
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Figura 9. Anilisis spots que cambian su grado de acumulacién en las dos condiciones de postcosecha.
J.P.1,J.P.2, J.P.3 y J.P.4.- En los paneles que acompafian los graficos se muestra las secciones de los tres
geles realizados por condicion en donde se encuentra el spot. Debajo de cada imagen se muestra la letra del
gel correspondiente; cl, c2, ¢3 para cosecha y m1, m2, m3 para los geles de proteinas extraidas en duraznos
maduros. Sobre las imagenes se coloca el nombre del spot y la seccion del cuadriculado en que se encuentra
en el caso de J.P.1y J.P.2 la seccion corresponde a C3, C4, para J.P.3 a la seccion C2, y para J.P.4 la seccion
es A3 para del cuadriculado mostrado en la Figura 8, el grafico de barra muestra la cuantificacion del spot
en dichos geles vy su desviacion estandar en ambas condiciones, las diferencias son significativas (t —
student)

Al observar los cambios durante la maduracion del nectarin July Red, se aprecia que la
proteina denominada J.P.3, corresponde por peso molecular y punto isoelectrico a O.P.3 y
E.P.3 de las variedades O 'Henry y Elegant Lady respectivamente, lo que sugiere que el
perfil de acumulacion de esta proteina es comun entre las variedades mencionadas.

Las proteinas J.P.1 y J.P.2 se encuentran acumuladas en los frutos maduros de este
nectarin. En otras variedades se observan proteinas con el mismo punto isoelectrico y peso
molecular, que poseen un comportamiento similar, sin embargo la diferencia es
significativa solo en July Red, mostrando nuevamente que existen cambios comunes en la

acumulacion de proteinas durante la maduracion de los frutos, pero no necesariamente en la

misma proporcion, caracteristica que probablemente nos permite aprender de las
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diferencias varietales. Finalmente, la proteina J.P.4 se encuentra acumulada en la condicion
maduro de July Red y no en las otras variedades, mostrando claramente una diferencia

varietal.

Finalmente para completar el anélisis de las proteinas que cambian durante la maduracion,
se observo el comportamiento de las proteinas de la variedad Angelus en las dos

condiciones de postcosecha ya descritas.
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Figura 10 (B).-. Proteinas del durazno Angelus en condicién maduro. Las proteinas fueron extraidas
de acuerdo a lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos, y separadas por isoelectroenfoque en
un gradiente de pH no lineal de 3 a 10 hasta alcanzar un voltaje hora aproximado a 69500, La
separacion se realizd en un lapso de 23,5 horas a 20°C. Luego las proteinas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 12,5% corrido a 50V durante 17 horas a temperatura ambiente y posteriormente
tefiidas con plata segin lo descrito en Materiales y Métodos. A la derecha de los geles se muestra el
peso molecular relativo de las proteinas.Los geles fueron divididos en 25 cuadrantes para ser
analizados. Con las flechas naranjas se sefialan 30 spots que no cambian al compararlos con la
condicion de cosecha. Con flechas de otro color se sefiala la posicion de proteinas que cambian
significativamente
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En el caso de esta variedad, observamos patrones de distribucion de proteinas similares a
los encontrados anteriormente en las otras variedades para las condiciones de cosecha y
maduro, y también un nimero aproximado de 300 proteinas.

Al calcular el coeficiente de variacion (Tabla 5) de las 30 proteinas presentes tanto en los
geles de cosecha como maduro se encontré que ninguno de ellos superaba el valor limite de
0,5, a partir de esto podemos decir que las 30 proteinas seleccionadas en los geles de ambas
condiciones, que como puede notarse fueron los mismos en las cuatro variedades, no varian
durante la maduracion del fruto, independiente de la variedad que estuviera en estudio. Esto
es importante porque estas proteinas pueden estar relacionadas con metabolismo basal del
fruto ya que permanecen inalteradas iqdep;endiente de la variedad o de la condicion de
postcosecha. La secuenciacién de estas p;"o'teinas entregaria gran cantidad de informacién

sobre la fisiologia del fruto de Prunus persica.




Tabla 5.- Determinacién del coeficiente de variacién de 30 spots mayoritario en los seis geles
bidimensionales de Ia variedad Angelus. Utilizando el programa Quantity one se determino el
porcentaje de volumen ajustado de cada uno de los 30 spots indicados en la Figura 2 para 3 los geles
bidimensionales de proteinas extraidas de frutos en estado de cosecha y de 3 geles de frutos en estado
maduro. En la primera columna se muestra ¢l mimero del spot, en la segunda columna se muestra ¢l
promedio de volumen ajustado de ese spot en los seis geles, a continuacién su desviacion estindar y
el coeficiente de variacién (CV) que es Ia razén entre la desviacién y el promedio.

Promedio Angelus Desv Est Coeficiente de variacién
n= 6 geles D.E C.V = D.E/ Promedio
Spot N° % Volumen ajustado
1 10,37 1,50 . 0,14
2 4,11 1,09 e 0,26
3 4,89 0,65 e . 0,13 -
4 5,76 1,44 o~ 5 0,25 -
5 .. 5,28 . 0,57 s A YEESS '
[5 3,00 s 1,01 . C 0,26 . -
7 3,99 1,12 o 0,28
8 14,44 4,32 ‘ 0,30 -~ .
9 2,78 0,87 < i 0,31
10 1,80 0,51 o w027
11 2,45 0,97 ‘ 0,40
12 2,66 2117 .7 044 - - °
13 2,55 1,05 T % 0,41
14 2,70 0,96 ~ 0,35 +v “
15 2,54 1,04 041 - .
18 2,16 1.02 ) 047 4.7 .
17 1,54 0,70 e 046
18 2,89 1,18 0,41 *
19 2,51 1,04 0,42
20 2,70 0,77 0,29
21 2,22 0,69 0,31
22 2,09 0,52 0,25
23 1,76 0,74 0,42
24 1,45 0,43 0,30
25 1.88 0,84 0,45
26 2,14 1,04 0,49
27 1,75 0,82 0.47
28 1,66 0,63 0,38
29 1,56 0,49 0,31
30 1,38 0,63 0,48

*En las celdas oscurecidas se muestra el valor de las 18 proteinas utilizadas para normalizar la

imagen




Sin embargo, en la variedad Angelus al igual que en las anteriores, también encontramos
cambios significativos entre ambas condiciones, como se aprecia en Ia Figura 11, el spot
denominado N.P.1 (Angelus Proteina 1), esta mas acumulado en los frutos de cosecha, a
diferencia de N.P.2, N.P.3, N.P.4 y N.P.5 que aumentan su acumulacién en los frutos
maduros.

Al revisar los cambios, se aprecia que el spot N.P.3, se corresponde a O.P.3, EP.3 y J.P.3
(variedades O Henry, Elegant lady y July Red respectivamente) y muestra el mismo perfil
de acumulacion en las cuatro variedades, lo que es muy interesante porque demuestra un
comportamiento comin que se ve influenciado en los frutos de Prunus persica por los
estadios de cosecha y maduro. En el caso: de N.P.4 y N.P.5, estas proteinas se encuentran
mds acumuladas en [a condicién madura th: Angelus, y a pesar que en la misma seccién de
las otras variedades se ve un cambio similar durante la maduracion (datos no mostrados),
solo en la variedad Angelus ese cambio se presenta en todos los geles y es significativo.
Otro caso es el de la proteina N.P.2, que corresponde a la proteina O.P.4 y que en ambas
variedades esta mas acumulado en la condicion madura, a diferencia de las las otras dos
variedades en las que no se observa en ninguna de las dos estadios de postcosecha.

Finalmente, tenemos el caso de la proteina N.P.1 que se encuentra mas acumulado en los

frutos de cosecha y es exclusivo de Angelus
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Figura 11. Analisis de proteinas que cambian su grado de acumulacién en las dos condiciones de
postcosecha. N.P.1, N.P.2, N.P.3, N.P.4, y N.P.5.- En los paneles que acompaifian los grificos se muestra
las secciones de los tres geles realizados por condicion en donde se encuentra el spot. Debajo de cada
imagen se muestra la letra del gel correspondiente; cl. ¢2, c3 para cosecha y m1. m2. m3 para los geles de
proteinas extraidas en duraznos maduros. Sobre las imdgenes se coloca el nombre del spot y la seccion del
cuadriculado en que se encuentra, en el caso de N.P.1 corresponde a la seccion B2.B3. N.P.2 la seccion
corresponde a A4 para N.P.3 la seccion es B2 y N.P.4. N.P.5 la seccion C4 del cuadriculado mostrado en
la Figura 10, el grafico de barra muestra la cuantificacion del spot en dichos geles v su desviacion
estandar en ambas condiciones, las diferencias son significativas (t — student)
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5.5 Analisis del proteoma de las variedades O'Henry, Elegant Lady, July Red y
Angelus en la condicién de cosecha. Diferencias varietales no provocadas por la
maduracion

Las cuatro variedades utilizadas en este estudio demostraron tener una cantidad similar de
proteinas extraibles (300pg) a partir de la misma cantidad de tejido fresco inicial (2g).
Estas proteinas al ser separadas mediante el uso de geles bidimensionales demostraron tener
un patrén de distribucién similar a lo largo del gradiente de pH y en cuanto a peso
molecular se refiere, permitiendo realizar una comparacién de los proteomas entre las
distintas variedades sin considerar el factor maduracidn como se ha analizado
anteriormente en esta tesis. f

La resolucién de los geles nos permite observar aproximadamente 300 proteinas en cada
uno de ellos. De estas se analizarénz.go, (las mostradas anteriormente en tablas)
correspondientes a las proteinas de cada variedad que no cambiaban durante 1a maduracién.
Como en este caso el interés se centrd en determinar si ellos presentaban algiin cambio
entre variedades en la condicion de cosecha, fue necesario realizar un analisis del valor de
porcentaje de volumen ajustado de los 12 geles (cuatro variedades y tres geles por variedad)

y buscar de diferencias significativas, el test utilizado fue el de ANOVA para comparar

valores promedios entre grupos.
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Los resultados de la cuantificacion utilizando el programa Quantity one fueron utilizados
para determinar si existen cambios significativos entre las variedades. Estos resultados se
ilustran en la Tabla 6, en la cual se muestra el promedio de cada proteina cuantificada para

las cuatro variedades, ademas se incluye la desviacion estandar de cada una de ellas.
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Tabla 6. Basqueda de diferencias varietales en la condicién de cosecha.- Con el fin de encontrar dentro de las 30 proteinas utilizadas para determinar el coeficiente de
variacion , alguna(s) que cambie(n) significativamente entre las variedades, se tomaron los valores de cada uno en los geles de cosecha y se sometieron a un test de ANOVA para

enconirar diferencias significativas.

Promedio Promedio Elegant Promedio July Promedio
SPOT O’Henry Desv Est lady Desv Est Red Desv Est Angelus Desv Est | F (ANOVA)
1 13,81 0,35 12,09 3,84 12,60 2,27 9,36 1,01 2,23
2 4,71 0,76 4,57 0,55 4,57 0,74 4,18 0,28 0,65
3 6,50 1.63 4,31 0,87 4.71 1,24 5,28 0,52 2,10
4 3,64 0,63 5,55 0,69 4,52 1,29 5,14 1,67 1,56
5 4,63 0,59 4,89 1,79 2,93 0,93 5,23 0,46 2,72
6 3,74 0,96 4,77 3,37 3,80 0,78 3,32 0,82 0,80
7 2,45 0,77 2,91 1,42 3,18 1,22 4,54 1,41 1,58
8 12,79 1,24 10,54 4,34 14,66 0,51 14,91 1,76 2,75
. 9 1,49 0,27 2,19 0,81 1,86 0,84 2,90 1,33 1,34
10 1,64 0,53 1.81 0,18 1,91 0,58 2,11 0,52 0,50
11 2,23 0,23 1,45 0,33 1,70 0,63 2,34 0,65 2,20
12 3,84 0,51 4,04 0,21 4,15 0,71 3,83 0,57 0,27
13 5,08 0,51 3,53 - 1;55 2,64 0,93 3,20 0,18 3,35
14 2,29 0,89 2,02 0,94 2,08 0,76 3,16 0,42 1,32
15 2,57 - 0,57 2,69 1,55 3,62 0,99 2,74 1,28 0,52
16 3,51 1,12 3,35 1,26 2,06 0,64 2,25 0,80 1,63
17 1,30 0,23 1,24 0,60 1,81 0,85 1,34 0,28 0,67
18 2,04 0,27 2,13 0,50 2,65 0,33 247 1,04 0,64
19 1,99 0,20 2,75 1,04 3,16 2,33 2,49 0.59 0,48
20 1,65 0,50 1,73 0,53 2,96 1,20 2,48 0,73 1,89
21 2,40 0,60 4,21 1,98 0,99 0,62 1,89 0,77 4,21
22 2,52 1,38 3,40 0,76 3,48 0,76 1,84 0,41 2,28
23 2,88 0,24 1,77 0,32 1,63 0,87 1,58 0,68 3.26
24 1,50 0,24 2,48 0,67 1,47 0,05 1,26 0,12 5,64
25 1,24 0,53 1,99 0,76 1,88 1,04 1,26 0,13 1,00
26 1,80 0,65 1,86 0,25 1,47 0,78 2,32 1,51 0,43
27 2,24 0,45 2,11 0,16 3,85 1,40 2,06 0,52 3.59
28 1,16 0,11 1,29 0,40 1,32 0,86 1,51 0,18 0,27
29 1,51 0,20 1,57 0,11 1,23 0,12 1,80 0,60 1,59
30 0,74 0,09 0,76 0,27 1,090 0.57 1,26 0,65 0,95
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A pesar de la gran similitud en cuanto a distribucion de las proteinas de las cuatro
variedades estudiadas 2 de las 30 proteinas poseen un cambio significativo entre variedades
(proteinas 21 y 24), en la Figura 12 se muestra una imagen representativa de los geles en
la condicion de cosecha de las cuatro variedades para los spots 21 y 24, junto a un grafico
que muestra el porcentaje de volumen ajustado promedio de los tres geles realizados paras
las proteinas de frutos provenientes de O Henry, Elegant lady, July Red y Angelus en la

condicion de cosecha.
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Figura 12.- Cuantificacién proteinas 21 y 24 en la condicion de cosecha.- De los 30 spots
seleccionados solo el 21 y el 24 demostraron tener variaciones significativas en promedio para
las cuatro variedades (test ANOVA). En la figura se muestra una imagen representativa de
cada variedad. sobre ella la seccién de la proteina y a la derecha el grafico de porcentaje de
volumen ajustado realizado con el valor que arrojo el programa Quantity One para dichas
proteinas



Como se puede apreciar en la Figura 12, en el caso de la proteina 21 existe una diferencia
significativa entre el valor calculado para July Red y el de Elegant lady, mientras que las
otras comparaciones posibles no muestran diferencias significativas. En el caso de la
proteina 24, la acumulacién en la variedad Elegant Lady es significativamente superior al
compararla con cada variedad, aunque entre las tres variedades restantes (Q'Henry,
Angelus y July Red) la diferencia no es significativa.

Para cuantificar las proteinas que cambian entre variedades y que no estan incluidos dentro
de los 30 analizados en la Tabla 6, se utiliz6 como normalizadores las primeras 18 proteinas
presentadas en dicha tabla, elegidas por su distribucion a lo largo y ancho del gel, por sus
variadas intensidades y 'por ser proteinas ‘que no varian significativamente entre las
variedades en la condicion de cosecha. '

Anteriormente se mostré un analisis de las proteinas que cambian durante la maduracién de
las variedades y luego se analiz6 si los cambios entre variedades eran similares o no. En el
siguiente andlisis se muestran proteinas que cambian entre variedades en la condicion de
cosecha solamente, en busca de cambios varietales, dados por la base genética de los frutos,
por ejemplo la proteina V.P.1 (Variedades Proteina 1) se encuentra presente en todas las
variedades excepto en July Red (Figura 11). Sin embargo, dentro de July Red al comparar
las proteinas enire los estadios cosecha y maduro, esa proteina no presenta cambios.

Andlogamente para las otras proteinas V.P.2 y V.P.3 mostrados en la Figura 11.
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Figura 13. Cuantificacién proteinas V.P.1,V.P.2 y V.P.3. Ademas dc los 30 spots se analizaron
algunos con variaciones cvidentes centre variedades. V.P.1 y V.P.2 presentan diferencias notorias
entre las July Red y el resto de las variedades. . Una situacion absolutamente opuesta se observa para
V.P.3. En el costado izquicrdo se muestra un gel representativo de cada variedad y en el costado
derecho se grafica el promedio de porcentaje de volumen ajustado de 3 geles hechos para cada

variedad en la condicion de cosecha.
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Las diferencias mostradas en la Figura 13, Indican que la proteina V.P.1 y V.P.2 se
encuentran acumuladas en O Henry, Angelus y Elegant, y ausente en el nectarin July Red.
En el caso de V.P.3 se observa la proteina solamente en July Red, por tanto la diferencia es
significativa con el resto de las variedades, estos cambios muestran que la similitud es

mayor entre las variedades de duraznos, diferenciando al nectarin.
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5.6 Secuenciacion de proteinas.

Loa resultados obtenidos hasta el momento en esta tesis, incluyen la identificacion de
proteinas que se mantienen constantes entre las distintas variedades, y estadios cosecha y
maduro. Por otro Iado, se identificaron proteinas que se acumulan diferencialmente..
Proteinas pertenecientes a ambos grupos, fueron escindidas de los geles y secuenciadas por
espectrometria de masa MS/MS (Figura 14).Los resultados de la secuenciacién indicaron
que los spots enviados no poseian contaminacién con queratina o algin otro interferente y
que los péptidos obtenidos nos son secuencias azarosas si no que provienen efectivamente
de la proteina (p>99.5%). De esta forma se obtuvo secuencia de péptidos lo que permitié
identificar las proteinas de las cuales provenian. Una vez identificadas, es posible entender
algunos aspectos de la funcionalidad de ellas dyrante la maduracién de los frutos. Los
resultados de la secuenciacion se resumenf‘c':il la Tabla 7, la informacién de la secuencia de
los péptidos, asi como la secuencia de las proteinas de la que forman parte se encuentra en
el anexo L.

Algunas de las proteinas secuenciadas corresponden a las incluidas entre laes 30 proteinas
mostrados anteriormente que poseen un CV menor a 0.5 (denominados SPOT 1, 2, 3 etc.
correspondientes a los mostrados en las tablas previas). Ademas, se analizaron otras
proteinas que poseen un CV menor a 0.5 pero que no fueron incluidas en las tablas
anteriores. Estas proteinas fueron denominadas spot I, II, III, etc, finalmente aquellas
proteinas que se ‘acumulan diferencialmente entre variedades y/o entre condicion de
postcosecha se indican con la sigla ocupada en los anélisis anteriores, (O.P.4 por ejemplo).
En el caso de la proteina que cambio entre cosecha y frutos maduros, y que aparecio en

cada una de las variedades analizadas se marcé en el gel como X.P.3 .
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Figura 14.- Identificacion de spots secuenciados. Gel de O'Henry en estadio maduro corrido en las
mismas condiciones que los anteriores (primera dimension de pH 3 a 10 NL. segunda dimension
12.5% acrilamida y tincién con plata) que muestra los spots secuenciados por espectroscopia de
masas, algunos de los cuales estan incluidos dentro de las 30 proteinas que poseen un CV menor a 0.5
(flecha roja). ademas de otras proteinas con un CV menor a 0.5 no incluidas dentro de los 30
anteriores (flecha negra). Las proteinas que se acumulan diferencialmente en algin estadio o variedad
aparecen indicadas con una flecha blanca
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Proteinas que cambian su acumulacion:

X.P.3, que es la proteina que cambi6 en todas las variedades al pasar de cosecha a maduro
fue identificada como endopoligalacturonasa. Esta es una enzima que participa en la
degradacion de pectinas y que ha sido involucrada en el ablandamiento de los ffutos.

N.P.2 O.P.4: Esta proteina que aumentb de cosecha a maduro en las variedades O'Henry y
Angelus fue identificada como una proteina del tipo stress térmico. Estas proteinas
generalmente corresponden a chaperonas. Hasta el momento no tenemos antecedentes que
indiquen que en la maduracién de frutos aumente la acumulacion de este tipo de proteinas.
Por o tanto este hallazgo es novedoso.

O.P.2: Esta proteina solo present6 un aumento estadisticamente significativo en la variedad
O 'Henry, y fue identificada como una p_rotéina del tipo Glutation Peroxidasa. Este resultado
sugiere que durante la maduracion en estja variedad existiria un cambio importante en el

metabolismo de 6xido reduccion.

Proteinas que no cambian:

Alergenos: Es llamativo que una cantidad significativa de las proteinas secuenciadas (4)
corresponden a alergenos.. Estas proteinas aparecen de manera abundante, v la
denominacion de alergenos proviene de los efectos que ellas tienen en los seres humanos.
Sintesis v degradacion de proteinas, chaperonas y trafico de membranas. Proteina
ribosomal, subunidades del proteosoma, proteinas de stress térmico y anexina fueron
identificadas en este grupo. Estos resultados sugieren que el durazno mantiene un
metabolismo basal de sintesis, plegamiento, trafico y degradacion de proteinas que no se ve

fuertemente afectado por la maduracion.
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Metabolismo, UDP-glucosa pirofosforilasa y triosa fosfato isomerasa, son enzimas
involucradas en el metabolismo de azicares que tampoco se vieron afectadas por la
maduracion. NAD Malato deshidrogenasa, involucrada en el metabolismo energético
tampoco se vio afectada durante la maduracion.

Redox v respuesta a hormonas: Peroxidoxina, superoxido dismutasa, proteina de respuesta

a stress por acido absicico no suifrieron cambios en la maduracion.

Ademas de ello se aprecia que en algunos casos el punto isoeléctrico y peso molecular
calculado a partir de la secuencia aminoacidica no coincide al obtenido a partir de la
ubicacion en el gel lo que se puede explicar por modificaciones post traduccionales, como
por ejemplo en el caso de la proteina ribosomal. Sin embargo em muchas otras las
diferencias no son demasiado drasticas y :p}.zeden_ deberse al error relativo que conlleva la
estimacion a partir del gel bidimensional. i’dr-ejeinplo, en el caso de la peroxiredoxina o la
NAD dependiente Malato deshidrogenasa por nombrar algunas.

El rol que podrian estar cumpliendo estas proteinas en la maduracion del fruto son
abordadas en la discusion.

En el ANEXO 1 se muestran la secuencia de la proteina identificada y en rojo para cada
una de ellas se muestran los péptidos obtenidos de la secuenciacion a partir de los cuales se

hizo ia blisqueda en base de datos , entre paréntesis se muestra el organismo del cual

proviene esta proteina.
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DISCUSION

Estandarizacion del protocolo de extraccién, tampén de resuspension de proteinas y

de las condiciones de isoelectroenfoque.

Al trabajar en geles bidimensionales con frutos de duraznos se interponen una serie de
dificultades técnicas que es importante resolver para lograr el objetivo, entre ellas se
encuentra el implementar un protocolo de extraccion eficiente que permita recuperar la
mayor cantidad de proteinas posibles, tanto solubles como insolubles. El problema que
presentan los frutos son la gran cantidad de interferentes que poseen para lograr una buena
extraccion y posteriormente una buena resolucion de las proteinas en el gel. Entre estos
compuestos los que més afectan en la extraccion son las pectinas, compuestos fenolicos,
terpenos, compuestos altamente acidos 'y éf§£easas. A lo anterior se debe agregar el hecho
que las células vegetales poseen pared celular, lo que hace mas dificil el obtener un polvo
fino a la hora de macerar el tejido. Anterior 2 esta tesis la literatura mostraba muy poca
informacion que permitiera adquirir el “know how” rapidamente y uno de los logros
fundamentales de este trabajo fue implementar y optimizar el procedimiento completo
desde Ia extraccion de proteinas hasta las condiciones de isoelectroenfoque éptimas, en
este trabajo se pudo resolver .un mimero aproximado de 300 proteinas de frutos, obteniendo
geles de mejor calidad, en cuanto a distribucion a o largo del gradiente de pH y peso
molecular, qﬁe los mos‘frados hasta el dia de hoyo en publicaciones referentes a frutos de
duraznos y nectarines (Holford y col, 2002 ; Barraclough y col, 2004).

El primer paso que se optimizo fue la extraccion de proteinas, durante el desarrollo de este
trabajo se probaron diferentes protocolos, entre ellos algunos que involucraban extraccién

con Triton X -100 y 4cido tricloroacetico (Figura 2 A), otros protocolos que involucraban
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extraccion con glicerol , B - mercaptoetanol y SDS (Farish et al ; Universidad de Dakota,
datos no publicados) (Figura 2B) los cuales probaron ser ineficientes a la hora del
rendimiento (nunca se pudo resuspender mas de 50ug de proteina a partir de 4g de durazno)
y de la limpieza de la muestra (en los geles se mostraba siempre un “rasgado™ propio de
muestras que estin sucias con lipidos y polisacaridos) hasta que finalmente se prob6 con el
protocolo de extraccion mencionado en Materiales y Métodos en el cual se utiliza fenol.
Dicho protocolo resultd ser mas rapido, eficiente (a partir de 2 g de tejido se puede obtener
aproximadamente 400ug de proteina), limpio (las precipitaciones con acetato de amonio en
metanol y acetona eliminan compuestos como polisacaridos, lipidos, terpeno por nombrar
algunos, que interviene con el isoelectroenfoque produciendo un resuitado limpio a la hora
de tejiir el gel) y recupera gran cantidad de proteinas solubles aunque aun no se ha podido
determinar que tan eficiente es a la 1;ora de recuperar proteinas hidrofobicas, Para
determinarlo se hace necesario secuenciar mas spots para tener un panorama més general
del proteoma.

Para llegar a obtener una buena calidad de gel bidimensional se hace necesario tener las
proteinas solubilizadas, denaturadas y disgregadas, para esto es necesario utilizar un buffer
de resuspension de proteinas-cuyos componentes sean capaces de lograr tal objetivo. Es asi
como a lo largo de este trabajo se utilizaron distintos buffer de resuspensién de proteinas y
se pudo apreciar una mejora notable en el enfoque y en la cantidad de proteinas visibles en
los geles cuando se cambio el tampon inicial (Urea 8M , Chaps 2%, DTT 20mM y anfolitos
de pH 4 - 6.5 , 0.5%) (Holford y col, 2002) (Figura 2C) por el tampén que termino
usandose para obtener todos los geles (Urea SM, Tiourea 2M, CHAPS 2% Y SB3- 10.2%,

DTT 20mM, TCEP 5mM y anfolitos 4 — 6.5 :0.5% y de pH 3 — 10 : 0.25%) (Méchin y col,
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2003) (Figura 2 D), Esta mejora puede deberse a la inclusion de un agente caotropico como
es la Tiourea que en combinacion con la Urea se ha mostrado que mejora la solubilizacién
de proteinas integrales de membrana y de proteinas nucleares asi como también mejora la
desnaturacion de ellas en comparacion al uso solo de Urea. Ademas el uso de surfactantes
no 16nicos como el SB3 y el CHAPS evita la formacion de interacciones hidrofdbicas
(Molloy y col, 2000) y al usarse en conjunto quedo demostrado que mejora fa resolucion de
proteinas de duraznos.

Loa agentes reductores DTT y TCEP mostraron ser més efectivos en conjunto que cada uno
por si solo al utilizarlos a las concentraciones adecuadas, ambos compuestos evitan la
formacion de puentes disulfuro y mejorar el enfoque de las proteinas. Si bien este tampon
fue publicado para proteinas de plantas, en este trabajo se estandarizaron las condiciones
Optimas de su uso para la resuspension cie proteinas provenientes de frutos en donde se
encuentran una gran cantidad de dificultades, producto de la gran cantidad de interferentes
mencionados anteriormente. Una vez resueltas las etapas de extraccion, solubilizacion y
separacion de las proteinas, estas fiteron tefiidos con plata. Esta tincidn a pesar de presentar
un rango lineal acotado, da la ventaja de ser un método barato, de alta sensibilidad, facil de
realizar y es ampliamente utilizado en proteomica. (Mathesius y col, 2001). Esta tincion nos
permitio visualizar un gran mimero de spots y como se puede observar en las imagenes de
los geles, los patrones de distribucién de las proteinas son. altamente similares entre
variedades (tal como se esperaba producto del fondo genético comiin de las variedades de
Prunus persica), puesto que aproximadamente el noventa por ciento de las proteinas se
encuentran presentes en las cuatro variedades y en las dos condiciones de postcosecha

analizadas.
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Cambios en la acumulacién de proteinas durante la maduracién de los frutos de
variedades de Prunus persica

Los cientificos han estado hace mucho tiempo interesados en comprender el proceso de
maduracion de postcosecha de los fiutos de diversas especies, siendo una de las
econdmicamente mas importante la de Prunus persica. El estudio de este proceso es de alta
importancia porque puede entregar importante informacién con respecto a las propiedades
fisiologicas y organolépticas del fruto que cada productor pondra a la venta en el mercado.
Como una aproximacioén experimental, en este trabajo se decidié estudiar fa acumulacidn
de proteinas en dos condiciones que simulan procesos a los que se ve sometido
normalmente el durazno o nectarin antes de llegar al consumidor, la primera de ellas es la
etapa de cosecha en donde el fruto presenta.una alta firmeza (mayor a 5 kg de presion), y
otra en donde el firuto se deja madurar a ttemper&itura ambiente hasta alcanzar una firmeza
inferior a 1kg. En este trabajo nos centramos en cuatro variedades, O Henry, Elegant Lady,
July Red y Angelus, como se ha mencionado dichas variedades presentas diferencias en su
aspecto, tanto en tamafio, color y textura. Por ejemplo O 'Henry y July Red son de tamafio
grande a diferencias de Elegant lady y Angelus que presentan un tamafio mediano. A este
tipo de diferencias se suman.una serie de variaciones en las caracteristicas de postcosecha
analizadas (Figura 1), como son la produccion de CO2, la cantidad de sélidos solubles, Ia
produccion de etileno (intimamente relacionada con el proceso de ablandamiento).

La produccion de etileno en el caso de los frutos de O Henry y Angelus aumentan casi tres
veces durante el proceso de maduracidn, a diferencia de Elegant lady que aumenta
aproximadamente dos veces y que permanece inalterada de July Red. A partir de estos
datos era esperable encontrar cambios en proteinas que se influencian por la produccién de

esta hormona, como algunas involucradas en el desmantelamiento de la pared celular, la
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produccién de etileno, la acumulacion de carotenoides, la degradacion de clorofila, y la
sintesis de compuestos volatiles, Los resuitados muestran que se detectaron cambios y
algunas de las proteinas fuieron identificadas, sin embargo, el no disponer de un software de
analisis impidi6 aumentar nuestra capacidad de anélisis.

Al revisar las imagenes de los proteomas entre variedades en la condicion de
cosecha se identificaron proteinas presentes en una u otra, asi como también se vio que el
proceso de maduracién desencadena en las variedades la acumulacidn de proteinas
comunes para todas, por ejemplo la poligalacturonasa, o bien acumulacién de proteinas
exclusivas de una variedad, como por eemplo la proteina tipo glutation peroxidasa
acumulada solo en la condicion madura de O'Henry, y también otros casos en que se
acumulaban en dos variedades, como es el caso de la proteina tipo Heat shock de bajo peso
molecular que se encontrdé una mayor acu;nul'acién en los frutos de O’Henry y Angelus en
la condicién madura. En conjunto estos resultados demuestran que existen cambios tanto a
nivel cualitativo como cuantitativo en la acumulacién de proteinas entre las variedades de
duraznos y nectarines analizadas en esta tesis.

Hasta el dia de hoy, los proteomas de las variedades de duraznos y nectarines han
sido poco estudiadas y existe poco informacién disponible sobre ellas, este trabajo
representa un gran avance tanto en la aplicacion de la técnica de geles bidimensionales
como en su analisis. Esto permite apreciar cierta plasticidad de los proteomas de las
variedades y nos da las primeras evidencias de cambios comunes y particulares en la
acumulacién de proteinas durante el proceso de maduracién de postcosecha asi como

también nos entrega informacion sobre una gran cantidad de proteinas que permanecen

inalteradas durante el proceso.
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Posible rol de las proteinas secuenciadas en el metabolismo de los frutos durante la
maduracion.
¢ Proteinas acumuladas diferencialmente :

Se obtuvo informacién que permite conocer un poco més sobre los procesos basales que
ocurren en un fruto en su periodo de postcosecha a través de la secuenciacién de proteinas
cuya acumulacion no mostré cambios significativos, asi como también de los procesos
desencadenados en cada una de las variedades que generan cambios significativos en la
acurmnulacion de proteinas. Dentro de estas ultimas, una de las proteinas que se acumuld
fuertemente en la condicion madura de frutos de las variedades O’Henry y Angelus fue la
proteina tipo Heat Shock de bajo peso molecular. El anlisis de los peptidos secuenciados
nos revela mediante el tBlastN que la rﬁayor homologia corresponde a una HSP de
manzana. En términos generales las HSP l'se inducen por la presencia de proteinas no
plegadas o proteinas aberrantes, y se cree que juegan un rol en prevenir la agregacion y que
fomentan el replegamienc de otras proteinas. (Buchner y col, 1994) (Lee y col, 1995). Pero
su verdadera funcion durante el proceso de maduracién de los frutos es afin desconocida.
Sin embargo, se cree que el proceso de maduracién genera condiciones similares a las que
produce un stress ambiental (Lawrence y col, 1997). Por ejemplo se ha visto que se inducen
HSP de bajo peso molecular durante el stress osmotica, exposicién a cadmio y arsenato en
plantas (Almoguera y col, 1992) (Czarnecka y col 1984); también se ha visto que los
transcritos de HSP se inducen durante estadios de desarrollo en tomate, asi como también
durante la maduracién de este fruto. El aumento de esta proteina podrfa estar relacionada
con la proteccion de plastidios durante el desmantelamiento de la membrana del tilacoide
(que ocurre durante este proceso) probablemente gatillado por un aumento en la formacién

de radicales libres (Zur Nieden y col, 1995). A través de los geles bidimensioneales
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podemos afirmar solamente que esta proteina esta méas acumulada en las variedades
Angelus y O'Henry, pero probablemente en las variedades de July Red y Elegant Lady
también este presente puesto que, como se ha discutido, las HSPs estdn presentes en frutos
(tomate, duraznos, manzanas, etc.) aunque posiblemente en menor cantidad por lo que no
es posible detectarla mediante geles bidimensionales tefiidos con plata. Estas diferencias en
la acumulacion de proteinas que son capaces de reparar y volver a plegar proteinas
aberrantes puede dar cuenta de una diferencia varietal que provoque cambios y diferencia
en procesos de reparacion a dafio oxidativo por stress en el proceso de maduracién. Esto
podria conducir a cambios en el sabor y en otras caracteristicas fisiologicas de los frutos
estudiados. De hecho se ha encontrado que en la variedad de tomate Pusa Ruby, que se
caracteriza por una gran velocidad de madqi‘acién, el gen de la HSP de bajo peso molecular
se expresa de forma mas abundante en corilp'a'raci'én con la variedad Pusa Uphar que tiene
una baja velocidad de maduracién (Anjanasree y col, 2004),

Otra de las proteina que muestra una acumulacién diferencial es la proteina tipo
Glutatidn Peroxidasa que se encuentra solo en los fiutos de O'Henry en la condicién
madura y no en ninguna de las otras variedades ni estadios. Como se ha mencionado
anteriormente en la discusion, la maduracidn de los frutos genera una respuesta de stress
oxidativo en ellos y para prevenir el dafio, muchas enzimas son sintetizadas para atacar los
radicales de oxigeno, es asi como se ha demostrado que la enzima Superéxido dismutasa
(también secuenciada pero sin cambios significativos entre variedades ni condicidn) actia
convirtiendo el i6n superoxido en H;O; la cual es eliminada posteriormente por la

ascorbato peroxidasa. Ambas enzimas existen en el cloroplasto y en el citosol. (Asada y

col,1994),
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La enzima tipo glutation peroxidasa (PHGPX) al igual que la ascorbato peroxidasa cataliza
la reduccion de H;O;, ademads reduce hidroperoxidos organicos y como su nombre lo dice
hidroperoxida lipidos reduciendo glutation, Es sabido que la principal enzima en reducir el
H202 en plantas es la ascorbato peroxidasa (Asada 1994, Bunkelmann y col, 1996) por lo
tanto es probable que la PHGPX este actuando a otro nivel u en otro organelo en la célula
del vegetal. En 1997 Eshdat et al propuso un modelo para el modo de accion de ambas

enzimas :

Reaceidn enzimatica
Stress — H,0, > Producto + H,0
APX, catalasa, otras
peroxidasas, GPX?

Fe*2
@ Fe*3

8
]
E A\
8 B
r OH-+ OH* - :
= o .
LH
@ L*+0, —* LOOH —— LOH
v LOX PHGPX
H,0 GST

Figura 13 . Esquema propuesto para vias activadas durante el stress inducido por exceso H202.- LH
acido graso; L* , radical de dcido graso; LOOH, hidroperoxido lpido; LOH, hidroperoxido reducide; y LOX,
lipoxigenasa .

El modelo supone que durante un stress se acumula H202 y la actividad de las enzimas
encargadas de su eliminacion es insuficiente. El exceso de H202 genera una reaccién de
Fenton con Fe* qué formaria los hidroperoxidos lipidos , actuando entonces la PHGPX .
{(Eshdat y col, 1997).

Como se determiné en el analisis por geles bidimensionales, la PHGPX es una de las

enzimas que se expresa diferencialmente en el estado maduro de O'Henry y no en ninguna

de las otras tres variedades, por esto se puede especular que esta variedad presenta un
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sistema de eliminacién de hidroperoxidos lipidos que en las otras variedades puede estar
disminuido confiriendo a O'Henry mayor resistencia al dafio oxidativo producto de la
maduracion.

Otra de las proteinas interesante es la Endopoligalacturonasa , debido a que se observd un
aumento en la acumulacion en la condicion de maduro respecto a cosecha en las cuatro
variedades estudiadas. Como ya se ha dicho en cosecha los duraznos y nectarines poseen

una firmeza superior a los 5k y en la condiciéon madura se produce un ablandamiento del

fruto hasta alcanzar una presion menor a 1k (www.genomavegetal.cl ), este ablandamiento
del fruto ha sido bien estudiado y se atribuye a diferentes modificaciones de Ia pared celular
producidas por enzimas tales como la pectinametilesterasa , la expansina y otras enzimas de
pared tales como la - galactosidasa ,: ;ia .0~ arabinodinasa asi como también de la
poligalacturonasa (REF). El rol de la poliééﬂacturonasa es despolimerizar las pectinas y su
accion junto a otras enzimas es desmantelar la malla celular de glicanos, pectinas y otros
azucares que dan rigidez a la pared celular, provocando el ablandamiento observado por
mediciones del penetrometro. Sin embargo, el proceso de ablandamiento de los frutos y la
actividad de sus enzimas es caracteristico de cada especie. Es por esto que en algunos
frutos, como por ejemplo el tomate, se ha visto que la actividad poligalacturonasa tiene un
efecto muy tenue sobre el ablandamiento y la firmeza (Giovannoni y col .,1989; Smith y
col,1990). Al contrario, la actividad de esta enzima tiene un efecto draméitico en sandia
:

(Huber and O"Donoghue, 1993; Brummel y col, 1997) al igual que en duraznos (Crisosto y
col 2004).

Segln nuestros datos de firmeza y ablandamiento, mas la informacién proveniente de los

geles bidimensionales, podemos suponer que el ablandamiento de los frutos tiene directa




relaciébn con la acumulacién de la endopoligalacturonasa en las cuatro variedades
estudiadas.
e Proteinas acumuladas sin cambios significativos :

Posterior a la secuenciacién de algunas proteinas acumuladas diferencialmente, y como
una manera de averiguar acerca del metabolismo basal de los frutos en su etapa fuera del
arbol, se procedio a secuenciar algunas proteinas cuya acumulacion no sufrié alteraciones
entre variedades ni condicién de postcosecha.. Una de ellas resulté ser Anexina, una
proteina que se encuentra en todas las variedades y en ambos estadios, sin presentar
cambios estadisticos. La secuenciacién revelé que la proteina presentaba una gran
homologia con la anexina de alfalfa con un peso molecular aproximado de 32kDaLas
anexinas son una familia de proteinas cuy‘a- caracteristica en coman es que son capaces de
unirse a las bicapas de fosfolipidos de las ;nembranas en un proceso dependiente de calcio.
Sus funciones son variadas y esenciales para los procesos celulares, dentro de las que se
cuentan el trafico entre membranas, actividad de canal de membranas, metabolismo de
fosfolipidos, sefializacion mitdtica y replicacion del ADN (Roux y col 1997) .Se ha
demostrado que la anexina de frutilla aumenta su expresion en el proceso de maduracion
cuando la frutilla pasa del-estado verde al estado completamente rojo (Wilkinson y
col.,1995). Se han planteado varios posibles roles para las anexinas en la maduracion de
frutos, estos van desde la secreciéon de enzimas que degradan la pared celular, hasta
regulacion en las propiedades de la membrana. El hecho de que no aumente su acumulacion
en los duraznos puede deberse a que el proceso de maduracién estudiado en esta tesis
considera al fiuto en su etapa de postcosecha y no durante el proceso de crecimiento en ¢l

arbol, como ocuire en el caso de la frutilla.
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Otra proteina que presentaba el mismo comportamiento que la anexina fue la proteina de
respuesta a stress por Acido absisico. Las proteinas denominadas ASR (absicisc stress
response) son un grupo de proteinas que comparten homologias de secuencias y las cuales
se expresan en las plantas y en sus frutos bajo diversas condiciones de stress como por
ejemplo frio, presién osmotica , tratamiento con acido absicico, y el proceso de maduracion
de frutos (Gilad y col, 1997, Padmanabhan y col, 1997; Vaidyanathan y col,1999), es asi
como en muchas especies se han encontrado genes relacionados a respuesta a &cido
absicico como es el caso del arroz (Vaidyanathan y col 1999) peras (Itai y col, 2000)

tomates (Amitai- Zeigerson y col1994) y en duraznos (www.senomavegetal.cl).La posible

funcion de estas proteinas en el proceso de maduracion de frutos ain no esta bien
dilucidada pero recientes estudios en tsz_it_e: indican que el gen Asrl es una proteina de
unioén a DNA dependiente de Zinc y que s_e expresa por condiciones de stress de agua y de
sal en hojas y en raices (Kalifa y col, 2004), ademas de frutos como el melon (Cheng y col,
2002). A pesar que la ASR de durazno es de mayor peso molecular que la de tomate o
melon, sigue siendo una proteina pequefia que posee la secuencia de destinacion nuclear
vista para estas especies: KKESKEEEKEAEGKKHHH en el extremo C- terminal y no
deberia tener problemas para.difundir pasivamente a través de los poros del nicleo pues su
tamafio es de aproximadamente 21kDa (calculado a partir de la secuencia aminoacidica) el
cudl no es una restriccién para migrar hacia el micleo. . El tamafio de esta proteina,
calculado a partir de los geles bidimensionales, fue mayor al valor calculade a partir de la
secuencia peptidica. La razoén de esta discrepancia puede ser la presencia de
modificaciones postraduccionales que pueda presentar y que aumenten su peso molecular.
Una posibilidad es que la proteina sea glicosilada, ya que en la secuencia se observé que

posee varios sitios donde puede sufrir una unidn tipo O — GlcNAc que serfan los causantes
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del cambio. (http:/au.expasv.orgltools/#fptm). Esta proteina no demostrd cambios

significativos en las condiciones de maduracidn estudiadas, asi como tampoco se observd
diferencias varietales estadisticamente significativas lo cual no es extrafio puesto que se ha
visto que el proceso de maduracion de estas variedades asi como también de otras especies
involucra la expresion de proteinas de la familia ASR.

Otra proteina que no presenta cambios significativos es la UDP Glucosa Pirofosforilasa.
Esta enzima esta presente en todas las variedades y en las dos condiciones de postcosecha,
sin presentar cambios significativos. La funcidn de esta pirofosforilasa en tejidos de frutos
en maduracion es transformar la UDP-Glu en Glu-1-P para la entrada de energia en el
metabolismo. Ademas la enzima juega un rol importante en generar UDP glucosa a partir
de hexosas fosfatadas y la UDP glucosa a: su vez es un importante punto de partida para la
sintesis pared celular y polimeros como’ precursor de numerosos nucleosidos azucares
difosfato necesarios para ese complejo de polimeros (Studer Feusi y col 1599).

También encontramos mediante secuenciacién Ila enzima NAD Malato deshidrogenasa.
Esta enzima es parte de la maquinaria del ciclo de los acidos citrico y mélico (convierte el
malato en oxaloacetato en una reaccion dependiente de NAD) y participa en su sintesis y
degradacion, ambos &cidos son los que determinan que una variedad de duraznos sea
considerada como “normal 4cida”, “poco 4cida” o “muy é4cida”. Sin embargo, se ha
mostrado que en duraznos la expresion del gen de la malato deshidorgenasa no es fruto
especifica y no difiere significativamente entre una especie poco 4cida y una normal 4cida a
diferencia de otros procesos celulares bien estudiados de desarrollo del fruto como son la
degradacion de pared celular y la sintesis de etileno que si presentan la expresion de genes
altamente especificos. (Rothan y col, 2002), por tanto se cree que esta enzima no seria clave

para la acidez del fruto. Nuestros resultados de geles bidimensionales muestran que esta
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proteina no cambia en las cuatro variedades a pesar que ellas poseen diferente grados de
acidez. Este resultado sugiere por lo tanto que esta proteina no participaria en determinar la
acidez de un durazno.

Otra de las proteinas que no present6 cambios estadisticamente significativos fue la Triosa
Fosfato Isomerasa. Esta enzima participa en la glucdlisis y en la gluconeogenésis,

catalizando la interconversion entre gliceraldehido — 3 fosfato y la dihidroxiacetona fosfato.

Como se observa en los Resultados muchos- de los spots secuenciados corresponden a
alergenos (estructurales de pared celular). Estas proteinas aparecen de forma abundante en
las distintas variedades, sin embargo, la funcién que ellos cumplen no es clara. Una de las
hipotesis que se ha planteado es que est_as:ﬁrotein_as juegan un papel en la estabilizacién de
la estructura de la pared celular durante el :proceso de ablandamientos en frutos (Traittoni y
col , 2003). Sin embargo, en esta tesis no se encontraron diferencias significativas en la
acumulacion de este tipo de proteinas, a pesar que en la literatura existen reportes de que en
algunas variedades de Prunus persica, existen muchos alergenos que si presentan cambios

entre variedades (Brenna y col, 2004).
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CONCLUSIONES Y PROYECCIONES
Como parte final de este trabajo se pueden sacar conclusiones importantes que se resumen a
continuacion :
1.- El método de extraccion con fenol demostrd ser por rendimiento el mejor método para
extraer proteinas desde el fruto de durazno.( 400ug a partir de 2g de tejido).
2.- Las condiciones necesarias de isoelectroenfoque son variadas y necesitan ser
determinadas experimentalmente para cada sistema particular puesto que se probaron
distintos tiempos de corrida para la primera dimensién (resultados no mostrados)
observando la mejor calidad de spots en cuanto a enfoque, reduccién de stricking (lineas
sobre el gel) y nimero de spots en ¢l gel.
3.-A través de este método es posibl:é ‘detectar tanto cambios cualitativos como
cuantitativos en las condiciones estudia-das, evidenciando que durante el proceso de
maduracion de duraznos y nectarines no se acumulan necesariamente las mismas proteinas
y aun maés estos cambios pueden dar cuenta de diferencias varietales que expliguen las
distintas respuestas a la maduracion y a cualidades organolépticas.
4.- Gran parte de las proteinas que se muestran son compartidas tanto entre variedades
como en las dos condiciones de postcosecha, sin cambios significativos en la acumulacion.
5.- De las proteinas secuenciadas se muestran muchas que estin presentes en todas las
variedades y que tiene relacion a la respuesta a dafio oxidativo en las células., ejemplos
como la superoxido dismutasa y la peroxiredoxina permite ver comportamientos similares
aunque también se puede observar diferencias en otras proteinas del sistema de proteccién

como es la glutation peroxidasa presente sélo en O 'Henry
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Los resultados de este trabajo tienen el potencial de seguir extendiéndose, mediante el
analisis de las imagenes con un sofiware indicado que permita cuantificar cada uno de los
spots y permita determinar diferencias cuantitativas entre variedades o en el proceso de
maduracion. Posteriormente se pueden secuenciar mas proteinas y gracias al desarrollo del
proyecto genoma de nectarines se pueden corroborar los datos con los perfiles de expresion
digital generados a partir de genotecas de cDNA asi como también mediante el uso de
macroarreglos. Toda esta informacién en su conjunto permitiria identificar marcadores
moleculares candidatos a estar involucrados en los cambios que sufre el fruto durante su
tratamiento de postcosecha, De esta forma seria también posible generar una base que
permita identificar cualidades favorables de cada variedad con el fin de buscar mediante
mejoramiento genético rnuevas variedades. Alternativamente, el uso de la informacion
puede ser utilizado para seleccionar cara.cteres favorable y generar plantas transgenicas

cuyos frutos sean apreciados por el mercado.
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ANEXO I

SPOT 1, L, I11, V.- Major Allergen Pru Av 1 (Prunus persica)

M FELFK IAPQAIX X B
KIDSIDKENYSYSYTLIEGDALGDTLEXISYETXK STSEYETKGNVEIKEEHVKAGKEX
ASNLFKLIETYLKGHPDAYN

SPOT 3 Heat shock protein 17 (Arabidopsis thaliana)

MSLVPSFFGGRRTNVFDPFSLDVWDPFEGFLTPGLTNAPAKDVAAFTNAKVDWRETPEAHVFKADVPGLK
KEEVKVEVEDGNILQISGERSSENEEXKSDTWERVERSSGKFMRRFRLPENAKVEEVK
VQESKPEVKSIDISG

SPOT 6 Super oxido dismutasa (Mn). (Hevea brasilensis)

MALRSLVTRKNLPSAFKAATGLGQLRGLOTFSLPDLPYDYGALEPAISGEIMOLHHQKHHOTYITNYNKA
LEQLNDATEKGDSAAVVKLOSATKFNGGGHVNHSIFWKNLAPVREGGGELPHGSLGWAIDADFGSLEKLI
QLMNAEGAALQGSGWVWLALDXKELXK NVRPDYL
KNIWKVMNWKYASEVYAKECPSS

SPOT 8 Proteina de respuesta a stress por acido absicico (Prunus persica)
MSEEKHHHGLFHHHKDEDRPIETSDYPQSGGYSDEGRTGSGYGGGGGYGDGGGGYGDNTAYSGEGRPGSG

YGGGGGYGESADYSDGGR 1
XDPEHAHRI I ] KEAKEEEEESHGKXHHELF

SPOT 9 Triosa fosfato isomerasa, forma citosolica (Selanum chacoense)

MGRTFFVGGNWKCNGTSEEIKKIVATLNAGQVPSQDVVEVVVSPPYVFLPLVKNELRSDFHVAAQNCWVEK

KGGAFTGEVSADMLVNLGIPWVILGHSERRAILGESNEFVGDKVAYALSQGLR ESGST
MDVVAAQTKAIAERVEKDWSNVVVAYEPVWAIGTGKVATPAQAQEVHAELRKWLOANVSAEVAASTRIIYG
GSVSGANCK AAEVEKKGA

SPOT 10 Subunidad del proteasoma alfa tipo 7 (Cicer aeretimium)

MARYDRAITVFSPDGHLFQVEYALEAVRKGNAAVGVR KSTAKLQDTRSVRKIVNLDDHI
ALACAGLKADARVLINRARVECQSHR YIAGLOQXYTQSGGVRPFGLSTLIVGFDPY
TGSPSLYQTDPSGTFSAWKANATGRNSNSIREFLEXNFXKETSGQETVKLAIR NIEVAVM

TKENGLRQLEEAEIDAIVAEIEAEKAAAEAAKKAPPKDT

N.P.2, O.P.4.- Proteina de tipo Heat shock de bajo peso molecular (Malus x Domestica)

MSLIPNSRRGSSSVFDPFSLNLWDPFKDFPFPSSSSLSAFPEFSRENSAFVNTRVDWKET PEAHVFKADV
PGLEXRXEEVXKVEVEDDRVLKISGERNVEEEDKNDEWYRVERSSGXFLR VDQIK
AELXNVDVRAIEISG




X.P.3 Endopoligalacturonasa (Prunus persica)

MANRRSLFSLSLIFVFMINSAIATPVTYNVASLGAKADGKTDSTKAFLSAWAKACASMNPGVIYVPAGTF

FLR ‘ VIGNAANWIFFHEHVNGVTISGGILDGQGTALWACKASHG
ESCPSGATTLGFSDSNNIVVSGLASLNSQMFHIVINDCONVOMOGVR

EQEEAGVONVTVKT SW
GRPSTGFARNILFCHATMVNVENPIVIDQHYCPDNK ‘ VEFDCZ

PKHPCSEIKLEDVKLTYKNQAAESSCSHADGTTEGVVQPTSCL

O.P.2 Proteina tipo Glutation peroxidasa (Nicotiana silvetris)

MASQSSKPQOSIYDFTVKDAKGNDVDLSIYKGKVLIIVNVASQCGLTNSNYTDLTEIYKKYKDOGLEILAF
PCNQFGGQEPGSIEEIQONMVCTRFXAEYFPI] FLXSSKGGFFGDSIKWNFSKFLVD
KEGNVVDRYSPTTTPASMEKDIKKLLGVA

I1.- Proteina Ribosomal 40s

MAPKKAAKGDEAPKEVVSLGPTVREGEHVFGVARIFASFNDTFVHVTDLSGRETISRVTGGMKVKADRDE
SSPYAAMLAAQDVAQKCK LRATGGNRTX LFALARAGMKIGR
RKGGRRGRRL

IV.- Peroxiredoxina (Populus tremuloide)

MAPIAVGDVLPDGXKLAYFDEQDQLQEVSVHSLVAGKK AGELXSKG
VTE ILCISV\DDFVM&AWAKSY?ENK:VKFLADCSATYT“ALCL"LDLQ:KGLCTRS?Q VX
AANTEGGGEFTVSSAEDILKDL

VL.- Anexina (Medicago sativa)
SHVPSPSEDSEQLRGAFQGWGTNEGLIISILAZRNAAQRKSIRETYTQTEGEDLLXDLDKXELSSDFER

DAFLANQATXMLTSNNSIIVEIASTRSPLELLKAXQAYQVRFXK
LLVPLVGIHRYEGDEVNMTLAKSEAKLLHEKIADKAYNHDDLIRIVTTRSKAQLNATLNHYNNEFGNVID
KDLETDSDDEYLKLLRAAIKGLTYPEKYFEELLRLATNKMGTDENALTRVVTTRAEVDLQRIAEEYQRRN
SVPLDRAIDKDTSGDYQKILLALMGHDE

VIIL.- Malato deshidrogenasa dependiente de NAD (Prunus persica)

MAXGPVR GVV
ATTDVV_ACTCV\IAVNVCCF?RK"CN"R(DVNSKYVSIYKSQASAL:KHAAANCKV

YITCLTQLDHN1ALCQVSLRL\VQVSDV(YVIIhC\ ISSSQYPDVNHEATVXTPSGEXAV
R CAAII{AR{LS1ALSAASSACDuIKDWVLGT?_CTWVQNCVYSDCSYVV
DSCLIYSF:’VTCQ\ SEWK KLDi ALAYSCLS

VIIL- UTP Glucosa pirofosforilasa (Pyrus pirufolia)

MAAVATGNVDZXLX NGFINLVSRYVSGEEAQHVEWSKIQTPTDEVVVPYDGLAPTPE
DPEEIXXLLDXLVVLX FASVIEVRNGLTFLDLIVIQIENLNNXYGSCVPLLLMNSFN
THDDTQKIVEKYSXK LVVEDFSPLPSKGQTGK ] NSGK
EYVFIANSDNLGAVVDLXILHELIQ TLADVE VQLLETAQVPDQ
BVNEFKSIEKFRIFNTNNLWVNLNAIXR EVDGVX FENHAIG
INVPRSRFLPVKATSDLLLVQSDLYTLODGFVTRNSARKNPENPTIELGPEFKKVGSYLSRFKSIPSILE
LESLKVSGDVWFGAGVVLKGKVTITAKSGVKLEI PDNAVIANKDINGPEDL
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ANEXO II

Tabla resumen de cambios fisiologicos durante el paso de cosecha a maduro de las 4

variedades
Etileno Etileno % CO, % CO, Solidos Sélido % pip % plp Dias para
cosecha madure Cosecha | Maduro solubles solubles | Acidezen Acidez ablanda
(ullh) (ul/kh) (mb/Lh) (mlkh) CBrix) (Brix) cosecha | maduro micnto
cosecha maduro
O'Heary 1.6 437 28.76 15749 10.72 16.60 0.88 0.75 1]
Elegant 0.79 132 395 58.22 8.98 898 0.65 0.63 7
lady
Angelus 0.39 249 875 7L15 11.78 12.55 0.95 0.88 6
July Red 1.59 159 63.48 63.48 11.32 i2.09 0.83 0.76 3
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