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Resumen

Chile es el primer exporiador de duraznos y nectarines (Prunus persica) frescos del
hemisferio sur. Los principales destinos son los EE.UU y Europa. Sin embargo, el valor
de {a caja de durazno ha disminuido drasticamente en los dltimos afios, principalmente
debido al dafio por frio que sufren las frutas al ser fransporiadas a bajas temperaturas,
siendo la harinosidad, uno de los sinfomas mas evidentes de este dafio. Por esta
razén, urge la necesidad de desamllar nuevas variedades poco susceptibles a este
desorden fisiolégico en los programas de mejoramiento genético con los
requerimientos del mercado. Para facilitar su desarrolio, la proteémica es una
herramienta podercsa para buscar las protelnas que sirvan como marcadores
fenotipicos para el mejoramiento genético asistido.

En este seminario de titulo, se implementa [a técnica de geles bidimensionales para
separar los extractos de las profeinas provenientes de las hojas de duraznero, con la
finalidad de analizar los perfiles proteicos de las hojas provenientes de los arboles en
los que segrega el fenotipo de la susceplibilidad a Ia harinosidad en los frutos. Debido
a que los lipidos, pigmentos y polifenoles interfieren con la extraccion y la separacién
de proteinas, se adapidé exitosamente un método de remocion de estos compuesios.
En los geles 2D, se detectaron 145 manchas para ser analizadas, lo cual resultd ser
satisfactorio comparado con lo obtenido en ofros estudios proteémicos del fejido foliar.
Ei mélodo de separacidn de las proleinas en geles 2D resulid ser aliamente
reproducible, lo cual fue determinado por un agrupamiento jerarquico de las réplicas
técnicas. Se encontraron 5 manchas significativamente mas abundantes en fas hojas

de un grupo de muestras provenientes de arboles suscepfibles a la harinosidad (H),

respecto a muestras menos susceplibles a este desorden {J). Estas manchas seran




secuenciadas y la identidad de las proteinas podria dar indicios claves de los
mecanismos moleculares involucrados en €l fenémeno de la harinosidad inducida por
frid en los duraznos. Ademas, en un fuluro programa de mejoramiento genético, se
podria descariar precozmente plantulas que expresan estos marcadores fenotipicos

para la susceptibilidad a la harinosidad.



Abstract

Chile is the largest exporter of peaches and nectarines (Prunus persica)in the southem
hemisphere. The main destinations for these fruits are USA and Europe. However, in
recent years the export value of peaches has decreased drasfically, mainly due to the
chilling injury that the fruits suffer whilst being transported at low temperatures, with
mealiness being one of the most ebvious sympioms. Therefore, in breeding
programmes, there is an urgent need to develop new varieties which do not suffer from
this physiological disorder. To assist in their development, proteomics has emergéd as
a poweriul tool to search for proteins which act as phenolypic markers in assisted
breeding programmes.

In this thesis, 2-D gels for the separation of protein extracts from peach leaves were
generated, with the aim of analysing differences in the protein profiles in leaves of a
population segregating for the susceptibility of fruit mealiness. Given that lipids,
pigments and polyphenols interfere with protein exiraction and separation, a new
method was successfully adapted to remove these compounds from the leaf samples.
In 2-D gels, a fofal of 145 spots were defected and analysed, a number that proved to
be satisfactory compared with other proteomic studies performed from leaf fissue. The
separation of proteins in 2D gels was highly reproducible, as determined by hierarchical
clustering of technical replicates. Five significantly more abundant spots were found in
samples exiracted from leaves of frees producing fruits susceptible io mealiness
compared to trees producing fruits less susceptible {o this disorder. These spots will be
sequenced and the identity of proteins may provide key insights into the molecular
mechanisms involved in chilling-induced mealiness of peaches. Additionally, in future

breeding programmes, seedlings that express these ‘mealiness' markers could be

discarded at an eariy stage.




1. INTRODUCCION

Los duraznos [Prunus persica {L.) Batsch] y nectarines [P. persica (L.) Batsch, var.
nectarina] perienecen a la familia Rosaceae. Como ofros frutos con hueso, los
duraznos y los nectarines estan fuertemente relacionados genéficamente (Brady,
1993). Ambos tienen un endocarpo lignificado que encierra a la semifla, un exocarpo
delgade y un mesocarpo camoso con altos contenidos de azicares que, enfre otras

cosas, convierte a este fruto en un producto alimenticio muy apetecido.

Estos frutos maduran y se deterioran rapidamente a temperatura ambiente, por esta
razén, se almacenan en frio para refardar estos procesos y poder exporiarlos a
mercados distantes. Sin embargo, cuando los frutos susceptibies son almacenados
desde 1 o0 2 semanas a temperaturas entre 2 a 5 °C, se desamollan los sintomas
visibles del dafio por frio (Anderson, 1979; Lill y col, 1989; Crisosto y col, 1899). Estos
son gatillados por una combinacién entre las bajas temperaturas y el fiempo de de
almacenamiento, y esta influenciado genéticamente. Se manifiesta principalmente de
fres maneras: enrojecimiento radial del interior del mesocarpo, pardeamiento de la
came 0, el sintoma mas facill de cuantificar y que mas causa el rechazo de los
consumidores, harinosidad (Lurie & Crisosto, 2005). Asl, la aparicién de los sintomas
del dafio por frio son determinantes en el proceso de fransporte y almacenaje post-

cosecha de los frutos, ya que reducen la aceptacion de los consumidores (Crisosto y

col, 1997)




Chile es el primer productor de duraznos y neclarines en el hemisferio sur.
Actualmente, mas del 80% de la produccién se exporta; aproximadamente el 58% va a
EE.UU.,, el 23% a Europa y el 4% a Asta. (ODEPA, 2008). -Para llevar la frnuta a estos
mercados en barco, se requieren entre 4 a 6 semanas, por fo tanto el dafio por frio
consfituye una de las principales causas del estancamiento y disminucién de los

voliimenes exportados y precios cbtenidos por Chile (DECCOFRUT, 2004).

La aparicion de la harinosidad en los frutos se correlaciona con los cambios en el
melabolismo de las pectinas de Ia pared celular. Al respecto, se han planteado dos
hipétesis, y ambas involucran esta matriz exiracelular. La primera apunia a la
formacion de geles compuestos por complejos de calcio-pectato con las pectinas de
afto peso molecular en la lamina media (Ben Arie & Lavee, 1971; Zhou y col, 2000). La
segunda indica que la harinosidad se debe a una disminucién de la adhesién
intercelular que reduce la ruptura de las células cuando la fruta es mordida, con lo cual
se impide la liberacién del contenido celular (King y col, 1989; Brummell y col, 2004).
También cabe destacar, que la mantencion de la capacidad de producir etileno en los
frutos almacenados en frio, podria ser crucial para prevenir los desordenes fisiolégicos

relacionados con dafio por el frio (Dong y col, 20061; Zhou y col, 2001)

A pesar de que existen influencias no genéticas en la incidencia del dafio por et frio, se
ha visto que la herencia de estos rasgos es significativa y consistente en las distintas
progenies estudiadas (Peace y col, 2005). De manera que, para resolver este problema
a largo plazo, una esirategia promisoria es {a bilsqueda de rasgos de caracter

cuantitativo (QTLs) y el desarollo del mejoramiento genético asistido por los

marcadores moleculares (Lurie & Crisosto, 2005).




Tanto el gen de la poligalacturonasa (Peace y col, 2005) como los polimorfismos de
una base, en especial en este mismo gen (Morgutti y col, 2008), son candidatos como
marcadores para la seleccion genética de Prunus persica que posean pulpa fundente.
Esta evidencia fortalece la idea de generar marcadores mediante gendmica funcional.
A comienzos de la presente década, el gobiemo chileno, financid un proyecto
mulidisciplinario entre las Universidades, Institutos y empresas chilenas del rubro para
enfrentar cientificamente el problema de la harinosidad. En el proyecto Genoma 1
“Genémica funcional en nectarines: Plataforma para potenciar la competitividad de
Chile en la exportacién de fruta™ (2002-2005) se construyeron 4 librerias de cDNA de
frutos de Prunus persica en distintas estadios de postcosecha. Se secuenciaron
50.000 ESTs, los cuales se analizaron mediante bicinformatica y se encontraron 9.000
genes que pueden expresarse en la postcosecha. Finalmente, utilizando gendmica
funcional, se encontrd que un nimero significativo’ de los genes y las proteinas
presentaban cambios de expresion, bajo condiciones que correlacionan a la

harinosidad de los frutos.

En un programa de mejoramiento genéfico, una dificultad para buscar y utilizar los
marcadores en los frutos de Prunus pérsica es que los fruios tardan entre 3 y 4 afios
en aparecer posterior a la germinacién. Sin embargo, las hojas aparecen después de
un par de semanas de haber germinado la semilla, lo cual convierte a este dltimo, en

un interesante 6rgano para ser utilizado en un programa de mejoramiento genéfico.

' No es posible revelar la cantidad ni Ia identidad de los genes y proteinas, puesto que esa informacién es
confidencial.




Hay evidencias de que el estado fisioloégico y metabdlico de las hojas de las manzanas
(Malus x domestica Borkh. cv. “Greensleeves”; familia Rosaceae) se relaciona con las
propiedades organolépticas del fruto (Teo y cof, 2006). En Prunus persica, tanto las
caracteristicas morfoldégicas como las fisiolégicas presentes en las hojas, se relacionan
directamente con el fenotipo del resto del arbol, incluido los frutos (Layne, 2008). Por
ejemplo, el rasgo “redleaf” de algunos individuos, se distingue por el color rojo de la
epidermis de las hojas jévenes y los frutos. Ademas es un rasgo que depende de uno o
quizas dos genes {Okie, 1998). Estos resultados sugieren que el estado fisiolégico de
las hojas de Rosaceae, en general, y de Prunus persica, en pariicular, puede

relacionase con la calidad de los frulos.

Por lo tanto, en la continuacién del proyecto Gencma | de Genémica funcional de los
nectarines (Genoma Il) se pretende, enire olros objetivos, encontrar en las hojas,
marcadores moleculares y fenotipicos de los frutos que se mantienen jugosos después
de estar allnacenados en frio. Asi, las diferencias observadas en la expresién de genes
o proteinas en las hojas precoces del duraznero serviran para generar candidatos para
marcadores moleculares y proteicos que seran verificados al correlacionar su
presencia con la jugosidad de los frutos provenientes de cada individuo. Es asf que en
un programa de mejoramiento genético posterior se podra analizar precozmente los
individuos de un cruzamiento en el estado de las plantulas e identificar aquellos que no
generaran frutos harinosos, eliminar las que no serviran y asi bajar los costos (horas

hombre, preparacion del suelo, cuidado de los arboles, quimicos y otros) en el vivero.

Para generar marcadores moleculares y proteicos que permitan asistir el mejoramiento

genético se utilizan la gendémica funcional y la protedmica. La primera estudia el




comportamiento global del genoma de un individuo frente a distintas condiciones
ambientales. Sin embargo, los estudios basados en secuencias de ADN y abundancia
de ARNm no son suficientes para predecir la estructura, funcién, cantidad y actividad

de [as proteinas en [a célula.

La proteGmica aparece como un concepto imporiante en [a era post-gendmica,
refiriéndose al estudio a gran escala de las proteinas. El proteoma es el conjunte de
proteinas, incluyendo todas las modificaciones post-traduccionales, de un organismo
en una condicién dada. Previamente, Ia proteémica se ha utilizado tanto para estudiar
caracleristicas de post-cosecha de Prunus persica (Abdi y col, 2002) como para
desarrollar [os programas de mejoramiento genético en las plantas (Thiellement y col,

2002).

Entre otras metodologias, el proteoma se puede estudiar mediante cromatografia
liquida o electroforesis con geles de poliacrilamida de dos dimensiones (2-D PAGE,
two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis). La segunda es la técnica mas
extendida, permite la separacién de las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico y
al peso molecular. Las imagenes cbienidas se pueden analizar con un programa
computacional y determinar la intensidad de una mancha, que es proporcional a la
abundancia, en las hojas, de la proteina que migré en ese lugar del gel. De esta
manera se pueden comparar los perfiles proteicos de un organismo en condiciones
normales y en ofra condicién para la cual se desee encontrar algtin marcador. Asi la
abundancia diferencial de una mancha resulta ser un marcador putfativo para ia

condicion deseada. Al secuenciar la proteina presente en la mancha, es posible

mapear el sitio del genoma que controla la expresiébn de este marcador. Esta




informacién consfituye una herramienta importante para enconirar genes candidatos

que controlan un rasgo de caracter cuantitativo (de Vienne y col, 1999).

Para generar una buena resolucién en la separacién del proteoma en los geles 2-D, es
necesario exitraer una considerable cantidad de las proteinas de la muestra. Este
proceso se dificulta muchas veces por [a presencia impurezas que interaccionan con
las proteinas e impiden realizar la extraccion y el isoelectroenfoque adecuadamente.
Los llpidos se unen a las proteinas, mediante interacciones hidrofdbicas y generan una
heterogeneidad artefactual en la primera dimension, lo cual genera lineas horizontales
en los geles 2-D (Wessel & Flugge, 1984). Los acidos nucleicos aumentan la
viscosidad de la muestra y obstruyen los poros de la matriz de poliacrilamida, ademas
pueden formar complejos con algunas proteinas, de manera también interfieren con la
separacién (Blomberg y col, 1995). Los compuesios fendlicos pueden unirse
reversiblemente con los péptidos mediante enlaces de puentes de hidrégeno y ad.emés
pueden modificar covalentemente a las proteinas a través de una reaccion oxidativa
catalizada por las enzimas {(Damerval y col, 1986). Por su parte, los polisacaridos
obstruyen los poros del gel de isoeleciroenfoque (IEF, 12 dimensién) y los polisacaridos
negativamente cargados pueden formar enlaces iénicos con las proteinas (Rabilloud,
19986). Finalmente, las altas concentraciones de sales o detergentes tambien pueden
interferir con la migracién adecuada de las proteinas. Existen diversos tratamientos
para la extraccion de las proteinas, de manera que es necesaria la optimizacién e
implementacién de un procedimiento acorde a los contaminantes que [a muestra pueda
tener. Por todas estas razones, fue imprescindible para este seminario de titulo adaptar
un procedimiento de remocidn de impurezas de ias hojas del duraznero, basandose en

uno publicado para las hojas del olivo (Wang y col, 2003) (ver seccion 3.3).



Posterior a la extraccion, es necesario cuaniificar la concentracién de las proteinas
para que la cantidad de proieinas separadas en el IEF sea equivalente y asf poder
comparar la expresion relativa en muestras con distintos tratamientos. Al finalizar la
extraccién de las protefnas, estas quedan resuspendidas en un amortiguador que
permite realizar el IEF. Este tampon posee compuestos reductores que pueden
interferir con la cuantificacién, posiblemente por interacciones con las proteinas. Se ha
visto que mediante el método de Bradford se obtiene menor grado de interferencia de
estos compuestos, que los métodos de Lowry y del BCA. Por esta razon, el método de
Bradford es el mas adecuado para cuantificar proteinas en un amortiguador de

iscelectroenfoque (Kao y col, 2008).

La primera dimensi6én consiste en distribuir las proteinas a lo largo de un gel, unido a
una fira de plastico y con un gradiente de pH, (ira IEF). Las proteinas son anféteros y
tienen una carga neta que cambia de acuerdo al pH del entorno, pudiendo ser positiva,
negativa o cero. De esta forma, al ser sometidas a un campo eléctrico, las proteinas
migraran a lo largo del gel debido a la carga neta de [as mismas. Sin embargo, las
cargas netas de las proteinas van cambiando ya que se van ubicando en sectores del
gel con distinfo pH, hasta que alcanzan su punto isoeléctrico y dejan de migrar, asi se

enfocan las disfintas profeinas.

Previo a la segunda dimensién, se deben reducir los puentes de disulfuro de las
proteinas y alquilarlos con DTT y iodoacetamida, respectivamente (Herbert y col,
2001). Ademas se iguala la relacién masal/carga de todas las proteinas mediante SDS.

Sdlo de esta manera es posible separarias segin su peso molecular en un gel de

poliacrilamida, independiente de cudl sea la forma de éstas. Posteriormente, la tira IEF




se ubica en el extremo superior del gel, se agrega azul de bromofenc! en agarosa, para
visualizar el frente de migracion, 'y se somele a un campo eléctrico ‘hasta que las

proteinas se han distribuido a lo largo del gel por su peso molecular.

Antes de tefiir las proteinas, los geles se dejan fijando para impedir que éstas sigan
difundiendo. Por dlfimo, los geles son ubicados en un. digitalizador y las imagenes
generadas se -analizan con un programa que permite identificar -y ‘comparar las
manchas entre los distintos geles. La protedmica involucra numerosos procedimientos
criticos, cada uno de'los cuales podria alterar dramaticamente la calidad de los

resultados obtenidos (Figura 1).

| Molienda de la muestra
Extraccidn de las proteinas |

{

| Cuantificacién de la concentracidn de las pretelnas :
:Evaluacién de las proteinas ¥ de la cuartificacion
mediante SDS-PAGE

{

‘Separacion de las protefnas en geles 2D:

1° dimension. [EF

2° dmension SDS-PAGE

l Digitalizacion y-analisis:de los géles 2D

!

- Andlisis estadistico de los datos

Figura 1.:Diagrama de flujo de la metodologia.




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
-Analizar el perfil de expresion proteica en las hojas de Prunus persica var. Venus, con

frutos con distintas susceptibilidades a Ia harinosidad.

2.2. Objetivos especificos

-Optimizacion de la extraccién de las proteinas solubles de las hojas de Prunus
persica.

-Obtencion de los geles bidimensionales a partir de los extractos de las proteinas
presentes en las hojas de los arboles que producen frulos con distintas

susceptibilidades a la harinosidad.

-Anélisis de los geles bidimensionales y de las manchas presentes en ellos.




3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo y diseiio experimental

Previo a este seminario, se cruz6 Ja variedad Flamekist de Prunus persica con la
variedad Stark Red Gold (con frutos susceptibles y poco susceptibles a tornarse
harinosos, respectivamente), lo que generd la variedad Venus, la cual es poco
susceptible a la harinosidad. Luego, se realizé una autopolinizacion de la variedad
Venus, y la progenie fue fenofipificada respecto al grado de susceptibilidad a la
harinosidad de los frufos (anexo 1). La harinosidad es un pardmetro comiinmente
cuantificado de acuerdo al porcentaje de jugo del fruto. Esto se mide exponiendo los
frutos a 4 °C durante 21 dias, luego se dejan madurar a 20 °C hasta que alcanzan una
firmeza de pulpa de 1 kp. Finalmente se someten todos [os frutos a la misma presion y
se mide el porcentaje del jugo liberado (Crisosto & Labavitch, 2002). Esta progenie
constifuye una poblacién de 77 individuos segregantes para dicho fenotipo. Las
mediciones de la jugosidad de los frutos fueron realizadas el afio 2008 por el Instituto
de Investigaciones Agropecuarias, INIA, La Platina. Las hojas de las mismas plantas
fueron muestreadas en la temporada 2007/2008 por [a misma institucion, antes de la
realizacion de este Seminario de Titulo. Las hojas fueron sacadas desde las ramillas
localizadas en la altura media de la copa de los arboles, de las cuales se tomaron
hojas del tercioc medio, 100% extendidas, verdes y sin dafios aparentes. Se fomaron
10-12 hojas por planta y se congelaron a -80 °C hasta su posterior analisis. La cantidad
de hojas muesireadas fue suficiente para realizar las replicas técnicas, aunque no se

colect6 una réplica biolégica en el momento de realizar el muestreo.

10
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Figura 2. Disefio experimental para
evaluar preliminarmente la
reproducibilidad de los geles 2D. De un
mismo grupo de hojas del duraznero se
hicieron dos extracciones de las proteinas
exiracciores para generar las réplicas técnicas de la
extraccion (E1 y E2). Se confeccionaron 2

grupo de hojas

1 ke réplicas ticnicas geles 2-D (a y b) por extraccion, a modo de
IEF generar réplicas técnicas de la separacion
2D de las proteinas.

Ela Elb FE2a E2b réplicas técnicas

En este Seminario, después de evaluar el uso de un pretratamiento para la extraccion
de las proteinas (seccién 3.1), se procedié a evaluar la reproducibilidad de los geles 2-
D. El disefio experimental se muestra en la Figura 2. Se realizaron 2 extracciones
independientes de un grupo de hojas proveniente de un mismo individuo (réplicas
técnicas de la extraccion E1 y E2). A partir de cada extraccion, se realizaron 2 réplicas

técnicas para la generacion de los geles bidimensionales (réplicas a y b).

Se utilizaron las hojas provenientes de los 3 individuos con los frutos con menor
susceptibilidad a la harinosidad y de 3 de los arboles con mayor susceptibilidad durante
la temporada 2007/2008 (ver anexo 1). A las primeras se les denominé “J36", “J57" y
“J22". Las segundas se denominaron “H11", “H16” y “H39". Con estas ultimas, se
confecciond un grupo con igual cantidad de peso fresco de cada una de estas ultimas
muestras mencionadas y se le denominé muestra “H” (Figura 3). De esta manera, se
focaliza la busqueda en proteinas expresadas consistentemente en cada una de las
muestras J y menos representadas en las muestras H. Se efectuaron extracciones de

las proteinas para las muestras J36, J57, J22 y H. Las proteinas extraidas se
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separaron en los geles bidimensionales utilizando 3 réplicas técnicas (a, b y c) para

cada muestra, como se ilustra en la Figura 3.

H11

grupo de hojas

grupo de hojas (157,122 y 136) y
mezcla de grupos(H)

extraccion de las proteinas

muestras de las proteinas

357 b7) l/J T\
57a¢SJ§b\IS7c 223I/21ib\22c 36a E%b\l%c Ha Hb Hc geles 2D, réplicas técnicas

Figura 3. Disefio experimental para el procesamiento de las muestras. Se muestra la
estrategia utilizada para mezclar las muestras de las hojas. Se utilizaron grupos de hojas de 3
de los arboles con los frutos con menor susceptibilidad a la harinosidad (J57, J22 y J36). Las
proteinas extraidas de cada grupo se separaron en los geles2-D, y cada separacion se hizo por
triplicado. Ademas se utilizaron grupos de los 3 arboles con los frutos mas susceptibles a la
harinosidad, con los cuales se generd un nuevo grupo, del cual se extrajeron las proteinas que
se separaron en los geles 2D.

3.2. Reactivos

Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico y fueron suministrados por
distintas empresas: de Sigma se utilizdé PMSF, anfolito 3-10, brilliant blue G, 2-
mercaptoetanol, N,N'-metilen-bis-acrilamida, SB3-10, TCEP, azul de bromofenol y
aceite mineral; de Merck se usoé etanol, acido acético, acetona, sacarosa, KCl, EDTA,
ditionito de sodio, carbonato de sodio, nitrato de plata, urea, hidrogenocarbonato de
sodio, acido fosférico y acetato de amonio; de US biological, Tris base, CHAPS y
glicina; de Winkler, fenol saturado basico, acrilamida, PSA, DTT, formaldehido y TCA,

de Bio Rad, anfolito 5-7; de Applichem, TEMED y iodoacetamida; de Pierce BSA; de
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J.T. Baker, tiourea y gliceral; de Calbiochem, SDS; de Fermentas, marcador de peso

molecular de proteinas, no tefido.

3.3. Prefratamiento de la muestra con TCA/acetona

Se pesa 1,5 g del grupo de hojas de cada una de las 4 muestras (J57, J22, J36 y H).
Cada muestra se depositd en un morero con pistilo, ambos previamente enfriados a 4
°C, se agregd nitrdgeno liquido y se malié hasta obtener un polvo muy fino, el cual se
deposii6 en dos tubos para centrifugacion de 15 mL enfriados en hielo.

A la muestra molida se le agregé 5 mL de acetona enfriada a -20 °C, se agitd
vigorosamente por 1 min. y se centrifugé a 10.000 g por 5 min. a 4 °C. Posteriormente,
este procedimiento se repitié 2 veces con 5 mL de TCA en acetona al 10% enfriado a -
20 °C y una vez con 5 mL de acetona al 80% enfriada a 4 °C. Finalmente la muestra se
dej6 secando a temperatura ambiente por 1 hora y 15 min bajo campana (basado en

Wang y col, 2003).

3.4. Extraccion de proteinas solubles fotales de hojas de durazno

Al sedimento, producto del pretratamiento, se le adicioné 4,5 mL de amortiguador de
extraccién (sacarosa 24% plv, Tris base 50 mM pH 7.8, KCI 1 M, EDTA 6 mM, DTT 2
mM, PMSF en etanol 2 mM) y 5 mL de fenol saturado con amortiguador Tris 0,1 M pH
8,0. Se agité vigorosamente por 10 min. y se centrifugé 15 min. a 10.000 g. Se
traspaso la fase superior (fendlica) a ofro tubo de vidrio para centrifugacién de 15 mL,
se agregd 4,5 mL de amortiguador de exiraccion, se agité vigorosamente por 10 min y
se centrifugo 15 min. a 10.000 g. Nuevamente se refiré Ia fase fendlica y se distribuyé
en 8 tubos, se agregé a cada tubo cinco volimenes de acetato de amonic 0,1 M en

metanol y se guardé a -20 °C por 1 h (Hurkman & Tanaka, 1986). Se centrifugd por 15
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min a 10.000 g y se lavé el precipitado 3 veces con 3 mL de acetato de amonio en
metanol 0,1 M enfriado a -20 °C. Se lavd una vez con 4 mL de acetona al 80% enfriada
a -20 °C. Se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendié el sedimento de cada
uno de los tubos, se agitdé vigorosamente durante 3 min, en 300 pL folales de
amortiguador IEF {urea 5 M, tiourea 2 M, SB3-10 0,07 M, CHAPS 2% p/v, anfolito3-10
0,1% plv, anfolito5-7 0,2% p/v), los cuales se pasaron a un tubo de 1,5 mL. Se incubd
la muesira a 28 °C por 10 min., se centirifugd por 15 min. a 12500 x g, se traspaso el

sobrenadante a ofro tubo de 1,5 mL y se guardd a -80 °C.

3.5. Cuantificacion de las proteinas

La concentracion de las profeinas se cuantificd mediante el ensayo de Bradford
(Bradford. 1976) modificade para placas de ELISA de 96 posillos. La curva de
calibracion se realizé con 0, 2, 4 y 6 pg de BSA. Se utilizaron diluciones de las
proteinas extraldas de las hojas. Tedas las mediciones fueron realizadas en triplicado.
La absorbancia se midioé a 590 nm en un lector de placas de ELISA (ELx800 Universal

Microplate Reader; BIO-TEK INSTRUMENTS).

3.6. Separacion de las proteinas en geles de SDS-PAGE de una dimension

La calidad de las exiracciones de las proteinas se evalué por SDS-PAGE (Laemmii.
1970). Se utilizaron geles de poliacritamida al 12%. Aproximadamente el 85% inferior
del gel correspondit al gel separador (acrilamida 11,7% p/v, N,N-bis-acrilamida 0,3%
piv, Tris-HCI 0,38 M pH 8,8, SDS 0,1% piv, PSA 0,05% pfv, TEMED 0,05% viv), el
resto al gel concentrador (acrilamida 3,8% piv, N,N-bis-acrilamida 0,1% pfv, Tris-HCI
0,13 M pH 6,8, SDS 0,1% pi, PSA 0,05% p/v, TEMED 0,1% v/v). En cada carril se

agregd6 5 pg de proteina de cada muestra mas 3 pL. de amortiguador de carga {Tris HCI
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60 mM pH 6,8, glicerol 25%, SDS 2%, 2-mercapioetanol 5% y trazas de azul de
bromofenol), el gel se sometié a una diferencia de potencial de 100 volts hasta que el
frente (azul de bromofenol) salié del gel. Posteriormente, para que las proteinas no
difundan por ef gel, éste se dejo6 fijando por 3 horas en una solucién de etanol 30% y

acido acético 10%.

3.7. Tincién con plata de geles de los SDS-PAGE de una dimensién

Los geles, previamenie fijados, se lavaron 3 veces por 12 min con etanol 30% y una
vez con ysH-0O por 10 min. Se incubd por 1 min con ditionito de sodio 1,44 mM, se lavd
3 veces con 4H,O por 20 s y se fifio con una solucién de nitrato de plata 11,8 mM y
formaldehido 2,2 mM por 20 min para luego lavar con 4H>O por 1 min. Los geles se
revelaron con una sclucion de carbonato de sodio 6% pfv formaldehido 0,4 M. Primero
se adiciond el 30% de la solucién, se dejo oscurecer, se elimind y luego se agregd el
resfo. Se agregaron 50 mL de una solucién de acido acéfico 3,5% viv, se espero que
burbujeara, se elimind y se agregaron otros 50 mL de la misma solucidén. Finalmente se
lavd 3 veces con gH.O por 10 min cada vez, se ubicaron los geles en un
transiluminador y se fotografiaron con una camara digital Olympus camedia ¢-7070 con

una resolucion de 7,1 megapixeles.

3.8. Separacion de las proteinas medianfte SDS-PAGE de dos dimensiones

3.8.1. Isoelectroenfoque (primera dimension)
Las proteinas resuspendidas en amortiguador IEF, se incubaron a 28 °C por 10 min. y
se centrifugaron 5 min. a 12,500 g. Luego se cargd 75 g de proteina en la camara de
isoelectroenfoque junto con 6,6 pL de DTT 1 M, 3,1 pL de TCEP 0,5 M y amortiguador

|IEF hasta completar 310 uL, para cada muestra, sobre lo cual se colocd una tira en el
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rango de pH 3-10 no lineal (17 cm; Bio-Rad) y se incubé 15 min. para la hidratacién del
gel. La fira se introdujo en el dispositivo de isoelectroenfogue (PROTEAN IEF cell; Bio-
Rad) y se pusieron pequefios frozos de papel filiro, previamente humedecidos con
agua milliQ, en los extremos de la tira. Luego se depositd 1,7 mL de aceite mineral
para disminuir la pérdida de volumen por evaporacién de agua. El equipo permite
aumentar el voltaje de manera lenta, lineal o rapida. Se dejé hidratando activamente
por 9 h a 50 V (aumento lineal) y 20 °C. Luego se elevé el potencial a 150 V, de
manera lineal, por 30 min, esto permitid que [as sales y ofras impurezas de la muestra
migraran hacia los papeles absorbentes. La diferencia de potencial se aumenté a 2000
V, también linealmente, permaneciendo fija 1 h y 45 min. Se elevd el voliaje lentamente
hasta 6000 V, permaneciendo durante 3 h y 30 min a esa intensidad. Por itimo se

aumentoé lentamente Ia tensién a 10.000 V por 7 h. Las tiras se guardaron a -20 °C.

3.8.2. SDS-PAGE (segunda dimension)
Las tiras con Ias proteinas electroenfocadas se incubaron con agitacién durante 10
min. en amortiguador de equilibrio (Tris HCI 375 mM pH 8,8, SDS 2% phv, glicerol 20%
viv, urea 6 M} con DTT 2% y 10 min. en amortiguador de equilibrio con yodoacetamida
2,5%. Con este fratamiento todas las proteinas quedan desplegadas y cargadas
negativamente de manera que puedan ser posteriormente separadas por su peso
molecular en un gel de SDS-PAGE. Los geles uiilizados para la 2° dimension fueron de
17 x 17 cm, siendo el 15% superior el gel concentrador (acrilamida 3,8% p/v, N,N-bis-
acrilamida 0,1% pfv, Tris-HCI 0,13 M pH 6,8, SDS 0,1% p/v, PSA 0,05% piv, TEMED
0,1% viv) y el resto el gel separador (acrilamida 11,7% pfv, N,N'-bis-acritamida 0,3%
piv, Tris-HCI 0,38 M pH 8,8, SDS 0,1% p/v, PSA 0,05% p/v, TEMED 0,05% viv). Se

utilizé el sistema Protean (BioRad), para utilizar 6 o 2 geles simultdneamente. Las tiras
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se sumergieron en tampoén de comida (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%
p/v, pH 8,3), posteriormente se situaron en la parte superior de los geles y se agregd
azul de bromofenol en agarosa para visualizar el frente de corrida. Se mantuvo la
temperatura del sistema a 17 °C. Se ubicaron los geles en la camara con amortiguador
de corrida y se les aplic una coniente constante de 12 mA, con una diferencia de
potencial y potencia aproximadas de 100 V y 250 W, respectivamente, hasta que el
frente comenzd a salir del gel, aproximadamente 1800 V -h. Posteriormente, los geles

se fijaron por 3 h en recipientes con 200 mL de etanof 30% y acido acético 10%.

3.9. Tincion de los geles bidimensionales

Para tefiir las proteinas, los geles se incubaron 30 min. con agitacién en una solucién
de Na,CO; 0,3 M y NaHCO; 30 mM. Luego se incubaron 1 h con agitacién y oscuridad
con la tincién de proteinas Deep Purple (Amersham Deep purple total protein stain; GE
Healtheare) diluida 2000 veces. Por ditimo, se realizaron dos lavados en acido acético
al 7,5% por 15 min. y con agitacion. En cada uno de los pasos se utilizaron 200 ml de

solucion por gel.

3.10. Digitalizaci6n y analisis de los geles bidimensionales

Para cada uno de los geles se generé una imagen digital con una resolucion de 100
pm, para lo cual se utilizé un dispositivo digitalizador de imagen (Molecular Imager FX;
Bio-Rad)} y un programa de captusa de imagen (Quantity One v.4.5.2). El fluocroforo,
presente en los geles, se excité con 532 nm y se captur6 la sefial emitida con longitud
de onda igual o mayor a 555nm. La imagen generada fue convertida al formato TIFF y

fue analizada con el programa Delta2D Version 4.0.2; DECODON.
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Para cada uno de los triplicados se eligio el que presenté manchas mejor definidas y
con menor sefal de fondo, designandolo como gel maestro. La imagen del gel
maestro de cada una de las muestras se traslapé con los otros dos triplicados y se
especificd la correspondencia entre cada una de las manchas mediante el proceso de

warping (ver glosario y Figura 4), el cual se muestra en la Figura 4 con flechas

bidireccionales rojas.

Figura 4. Identificacion de las manchas. Para identificar las manchas se procedidé con los
siguientes pasos: se encontré una correspondencia en varios puntos de las imagenes entre las
distintas réplicas de las muestras (flechas rojas presentes en las imagenes verdes, azules, rojas
y moradas), esto constituye el warping. Se generd una imagen de fusién para cada muestra
(flechas amarillas provenientes de las muestras). Se realizé el warping entre una imagen de
fusion y todas las demas (flechas rojas en las imagenes amarillas). Finalmente se generd la
imagen de fusién TOTAL (flecha amarilla proveniente de las imagenes de fusién) en la cual se
identifico la ubicacion de las manchas, la cual se transfiri6 virtuaimente al resto de los geles.

Luego se generé una imagen de fusion, flecha amarilla, para cada una de las
muestras. Esta imagen no corresponde a un promedio de las intensidades o formas de
las manchas presentes en las réplicas, sino que resume la ubicacién de todas las

manchas después del proceso de warping realizado entre los triplicados que la
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generaron. Luego se eligid una de las imagenes de fusion come imagen maestra para
realizar €l warping enfre todas las imagenes de fusion. Posteriormente, se creo una
imagen de fusion TOTAL con las imagenes de fusién previamente generadas. En esta
ilima, se detectaron todas las manchas presentes en alguno de los geles, en una sola
imagen. Luego se transfirieron automdtica y virtlualmente al resto de los geles.
Finalmente se obtuvo el porcentaje de volumen de cada una de las manchas en los
distintos geles. Estos datos se exportaron al programa Microsoit Excel para su analisis
posterior. Para las manchas que cambian significativamente en alguna de las
muestras, se proyectd su ubicacion en el exiremo superior del gel bidimensional, lo
cual corresponde a un porcentaje del largo total de la tira. Esle valor se interpold en la
curva de pH versus % del fargo total de fa tra (Figura §) y asi se calculé el punto
isoeléctrico experimental (ver Tabla 2). Se confeccioné una curva de calibracion para
determinar el peso molecular de estas manchas (Figura 6). Se graficd el logaritmo del
peso molfecular (Log PM) de las proteinas estandar frente al desplazamiento relativo de
las bandas correspondientes. Luego se interpol6 el valor del desplazamiento relativo de

las manchas en cuestion en la curva de calibracién y se calculd el peso molecular.
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Figura 5. Célculo del punto isoeléctrico experimental. Las tiras utilizadas tenian un
gradiente no lineal de pH en el rango de 3 a 10. Para calcular el punto isceléctrico de una
mancha se interpold en la curva el % del largo total de la tira al cual la proteina, correspondiente
a esa mancha, migrd. Este grafico fue provisto por el soporte técnico Bio-Rad, el fabricante de

las tiras |IEF.
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Figura 6. Calculo del peso
molecular de las
proteinas. Se confecciond
una curva de calibracion
con los valores del factor de
retencion (Rff y del
logaritmo del peso
molecular (Log PM) de las
bandas correspondientes a
los patrones. Se calculd
una regresién lineal para
estos datos. Se muestra la
ecuacion y el coeficiente de
correlacién del gjuste.
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3.11. Anélisis estadistico

Los porcentajes de volumen de cada una de las manchas, obtenidas a partir del
andlisis de las imagenes, se normalizaron mediante el método de auto-escalado (van
den Berg y col, 1996), la cual consiste en restarle a cada uno de los porcentajes de
volumen, el promedio de esie en todos los geles y luego se divide por la desviacién
estéandar. Asi, los valores negativos representan porcentajes de volumen inferiores al
promedio de esa mancha en todas las muestras. Estos datos se ingresaron a un
programa de analisis estadistico (MultiExperiment Viewer v.4.3; disponible en
www.tm4.org) y se realizo un analisis de la varianza (ANOVA), utilizande un p=0,01. A
partir de este analisis, con las manchas que presentaron diferencias significativas entre
las muestras, se confeccioné un agrupamiento jerarquico mediante un criterio de unién,
el ligamiento medio ponderado y, como métrica, la distancia de Manhattan. Para
comparar los distintos promedios de las manchas significativos se realizé un ANOVA
seguido por una prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%, para lo cual se

utilizo el programa XLSTAT v.2009.3.01 (disponible en www xlIstat.com).



4. RESULTADOS

4.1. Optimizacidn de la extraccién de las proteinas

Para poder comparar perfiles proteicos de dos condiciones distintas, es indispensable
realizar la separacion de las proteinas de manera reproducible y asi poder concluir que
las diferencias se deben a una abundancia diferencial de las proteinas y no a la
variabilidad presente en los tratamientos metodolégicos. Por lo tanto es sumamente
importante evaluar todas las muestras en un gel de SDS-PAGE vy asi verificar la calidad

de la cuantificacién y la presencia de impurezas.

La hoja del duraznero presenta compuestos fendlicos, lipidos, pigmentos, y
polisacéridos. Estos compuestos pudiesen interferir con los métodos de cuantificacién
y separacion de las proteinas (Wang y col, 2003; Wang y col, 2006; Isaacson y col,
2006; Wang y col, 2008). Desafortunadamente los primeros geles de SDS-PAGE al
12% de poliacrilamida realizados, para evaluar todas las muestras, mostraban distintas
intensidades en los distintos carriles, ain cuando de acuerdo al método de
cuantificacion de las proteinas de Bradford, las concentraciones de las proteinas eran
las mismas (Figura 7, A, gel 1). Incluso, al repetir la separacion, se encontré que las
intensidades relativas, entre las mismas muestras de la proteina, cambiaba (Figura 7,
A, gel 2). Ademas el perfil proteico de las muestras presenta un patrén de bandas poco

definido y difuso.

22
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B TCA en acetona / fenol
gel3 gel 4

Figura 7. Evaluacién del método de extraccion de las proteinas. Geles de SDS-PAGE
(poliacrilamida al 12%) de una dimensién, con muestras de las proteinas de las hojas del
duraznero, para evaluar el efecto del tratamiento de la muestra con TCA/acetona
(pretratamiento), previo a la extraccion de las proteinas. En A, se aprecia que sin pretratamiento
dos muestras de proteinas (J57 y J22) muestran distintas intensidades habiéndose cargado
igual cantidad de las proteinas segun la cuantificacion (gel 1). Ademas, las mismas dos
muestras de las proteinas presentan distintas intensidades relativas al ser cargadas en otro gel
(gel 2). En B, se muestra que con pretratamiento ambas extracciones presentan similares
intensidades (gel 3), incluso al realizar otro gel (gel 4). En el panel A, se cargaron, segtn la
cuantificacién, 3 pg de proteinas en cada uno de los carriles. En el panel B, se cargaron en
todos los carriles, 5 pug de proteinas, segun la cuantificacion.

Por esta razon, se implementé un pretratamiento de la muestra (detallado en
materiales y métodos, seccion 2.3), previo a la extraccién de las proteinas que deberia
permitir la obtencién de muestras con menor cantidad de las impurezas (Figura 8). Al
utilizar el pretratamiento, las intensidades eran similares entre distintas muestras, al ser

cargadas en un gel SDS-PAGE (Figura 7, B, gel 3). Este patrén se repitié al realizar
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otro gel en las mismas condiciones (Figura 7, B, gel 4). Este método permitié obtener
aproximadamente 250 ug de proteinas a partir de 1,5 g de hojas, con un rendimiento
constante para las distintas muestras. Se requieren 5 ug de proteina para separar la
muestra mediante SDS-PAGE en una dimension, 75 ug de proteina por cada una de
las 3 replicas de los geles 2D y aproximadamente 2 pg para cuantificar la muestra,
dependiendo de la concentraciéon obtenida. En resumen, se requieren como minimo

232 ug de proteinas a partir de una extraccion.

fase fendlica

tampén ‘
extraccion |
' ” mnliomla fenol

— . acetona | ampin [
100. | i emla’cclon
" molienda | | 3

Figura 8. Disminucién de los pigmentos en la muestra debido al tratamiento con
TCAl/acetona. Sin el pretratamiento con TCA/acetona (A), la muestra de las hojas es molida e
inmersa en un amortiguador de extraccién y fenol (de color amarillo), la mezcla es agitada
vigorosamente y centrifugada para separarla en 2 fases. Las proteinas se encuentran en la fase
fendlica, esta solucién presenta un color verde. Con el pretratamiento con TCA/acetona (B), las
hojas molidas son tratadas con acetona al 100%, TCA al 10% en acetona (2 veces), acetona al
80% y dejadas secar a temperatura ambiente. Al sedimento seco, se le agrega tampon de
extraccion y fenol, se agita y se centrifuga (ver materiales y métodos seccion 2.3). Esto permite
extraer pigmentos que pueden interferir con los procedimientos posteriores. Como se observa
en B, la fase fendlica presenta un color mucho mas claro que en A.

Una vez implementado el método de extraccion de las proteinas mediante lavados con
TCA/acetona seguido de una extracciéon fendlica, se evalud el rendimiento de este
protocolo y se comparé con una extraccion fendlica simple (Tabla 1). Se encontré que
el rendimiento no disminuyé significativamente al utilizar lavados con TCA/acetona

antes de realizar la extraccion fendélica (Figura 9).
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Tabla 1. Rendimientos de obtenciéon de las proteinas. Se muestran los resultados de la
cuantificacion de proteinas de 6 extracciones independientes de una misma muestra de hojas
de duraznero. 3 de ellas se realizaron sometiendo la muestra a una extracciéon fendlica de
proteinas. Las otras 3 se realizaron con un tratamiento con TCA/acetona (se detalla en
materiales y métodos, seccion 2.3) seguido de una extraccion fendlica. Se muestran las
concentraciones de proteina de las muestras, el volumen obtenido y la masa total de proteinas.

Tratamiento de la

Concentraci Volumen Masa total de Promedio Desviaciéon

muestra* on [ug/ulL] [ML] proteina [ug] [Mg] estandar [ug]
fenol 1,61 210 237
fenol 1,13 168 266 257 19
fenol 1,41 185 261
TCA/acetona-fenol 117 215 252
TCA/acetona-fenol 1,25 170 274 252 14
TCA/acetona-fenol 1,58 190 238

*en todos los casos se utilizaron 1,5 g de peso fresco de hojas de duraznero.

Rendimiento de la extraccién de las proteinas

300
250 l
200

B0

100

50

ug de proteina/1,5 g de peso fresco

fenol

TCA/acetona-fenol

Figura 9. Evaluaciéon del
rendimiento de la obtencién de las
proteinas al remover interferentes
antes de realizar la extraccion. Se
muestran los promedios de los
rendimientos de proteinas de 3
experimentos independientes, con
sus respectivas desviaciones
estandar, a partir de una misma
muestra biolégica. Al utilizar los
lavados con TCA/acetona, previos a
la extraccion de las proteinas, no se
encontrd una disminucion significativa
en el rendimiento de obtencion de
proteinas (t-student).

Una vez optimizada la extracciéon de las proteinas se procedi6 a realizar los geles 2-D

(ver Figura 2). Se evalu6é la reproducibilidad mediante replicas técnicas para la

extraccion de las proteinas (E1 y E2) y para la generacion de los geles 2D. Se

cuantificéd la concentracion de las proteinas y se separaron 5 ug de proteinas de cada

extraccion, mediante SDS-PAGE con poliacrilamida al 12% (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacidon de las extracciones de las
proteinas para la estandarizacién. Las proteinas
provienen de la muestra VF2-17B112-72 (Anexo 1) y se
separaron mediante SDS-PAGE 12%. Se observa un
patrén de bandas bien definido y de igual intensidad en
ambos carriles. E1 y E2 corresponden a las réplicas
técnicas de la extraccion de proteinas. En los dos carriles
se cargaron 5 pg de proteinas.

66,2»

45

35»

Se observé un perfil bien definido e igual intensidad en ambas muestras (Figura 10).
Con la certeza de que la extraccion y la cuantificacién de las protefnas se habia
realizado de manera exitosa, se decidid proceder a resolverlas en los geles 2-D. Para
esto, se separaron las muestras por IEF y luego mediante SDS-PAGE al 12% en geles
de 17 x 17 cm. Esto se hizo en duplicado para cada una de las 2 extracciones (Figura

11).
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Figura 11. Geles bidimensionales de las réplicas técnicas. Separacién de las proteinas
exiralda de la muestra VF2-178112-72 (Anexo 1). Los geles fueron hechos a partir de dos
extracciones independientes de una misma muestra biol6gica (réplicas técnicas E1 y E2), de las
cuales se hicieron réplicas técnicas para confeccionar los geles (E1a, E1b, E2a y E2b).

Se detectaron, preliminarmente, mas de 500 manchas en cada uno de los geles. Las
imagenes de las réplicas técnicas se analizaron digitalmente y la reproducibilidad para

la separacién de protefnas fue de 95% (manchas correspondidas/total de manchas) y

para la extracciéon de las protelnas, de 98%. Por Jo tanto este procedimiento es
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compatible para la generacion de geles 2D para los estudios proteédmicos, a partir de

los extractos de las proteinas provenientes de las hojas de duraznero.

4.2. Proteémica diferencial de las hojas

De acuerdo a la estrategia expuesta en los materiales y métodos, se procedié a
analizar las muestras J57, J36, J22 y H. Para esto se extrajeron, con el pretratamiento,
las proteinas solubles de cada una de las muestras, se cuantificaron y, mediante un gel
de SDS-PAGE al 12%, se evalud la calidad de esta mediciéon y el efecto de los
compuestos potencialmente interferentes (Figura 12). Es posible observar intensidades
similares entre las distintas muestras, incluso al realizar otro gel (dato no mostrado).

Ademas las proteinas presentan un patrén definido.

Figura 12. Separacién de las proteinas
obtenidas a partir de las hojas de las
distintas muestras del duraznero. Se utilizé
un gel de SDS-PAGE al 12%. Carril 2, se
cargaron 0,3-0,6 pg de marcador de peso
molecular. En el resto de los carriles se
cargaron 5 ug de proteinas. Carril 1, muestra
H; carril 3, muestra J36; carril 4, muestra J57;
carril 5, muestra J22.
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Como se puede apreciar, el perfil de expresion proteica entre las distintas muestras es
similar, sin embargo la resolucidén de las proteinas mediante esta técnica no permite
determinar cambios significativos en los niveles de éstas. Por lo tanto, se procedi6 a
generar geles 2-D para cada una de las muestras con tres réplicas técnicas, las cuales
fueron analizadas digitalmente (ver materiales y métodos, seccion 2.10). Como
ejemplo, en la Figura 13 se muestran los tres triplicados de la muestra J57. Asimismo,

se realizaron triplicados para las muestra J36, J22 y H (anexo 2).
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Figura 13. Triplicados de Geles 2D para la muestra J57. Para cada una de las muestras
analizadas (J57, J22, J36 vy H) se confeccionaron 3 geles bidimensionales como réplicas
técnicas. De esta manera se pudo evaluar la reproducibilidad de la separacion. Aqui se
muestran los triplicados (57a, 57b y 57¢) para la muestra 57J. A la izquierda de cada imagen se
muestran los valores de los pesos moleculares, Se cargaron 75 4g de proteinas en cada uno de
los geles. El resto de los geles se muestra en el Anexo 2.

En Figura 14 se muestran 4 geles correspondientes a la réplica “b” de cada una de las

muestras.
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Figura 14. Réplica b de geles 2D para cada una de las muestras. Para cada una de las
muestras analizadas (J57, J22, J36 y H) se realizaron geles 2D en friplicado (g, b y ¢). Aqui se
muestra la réplica “b” para cada una de la muestras. Se cargaron 75 g de proteinas en cada

uno de los geles. El resto de los geles se muestra eh el Anexo 2.

4.3. Analisis de geles 2D y de las manchas presentes.

En el gel de fusion TOTAL (ver seccion 3.10), se detectaron automaticamente 630

manchas de acuerdo a un radio mfnimo de 5 pixeles y una sensibilidad del 20%. Se

utilizd un modelo matematico para determinar la forma de cada mancha.

Posteriormente se revisé manualmente cada una de las manchas y se filiré de acuerdo
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a la presencia de estas en los triplicados y la imagen tridimensional de la intensidad
(Figura 15). Se eligieron las manchas que, al graficar la coordenada z versus la

coordenada x o y, mostraron una curva gaussiana (Rogers y col, 2003).

®

| Figura 15. Mancha versus artefacto. imagen
g I tridimensional y bidimensional, de la intensidad de la
. : 3 mancha, a la derecha e izquierda respectivamente. x
- v e y corresponden a las coordenadas del gel; z, a la
- intensidad de cada punto de la regién del gel
mostrada. (A) mancha que corresponde a una
proteina; (B, C) artefactos. Las imagenes estan en
distintas escalas.

Producto de los filtros automaticos y manuales, resultaron 145 manchas que fueron
sobrepuestas virfualmente a cada unos de los geles y fueron analizadas
estadisticamente. Se evalud la variabilidad de las manchas entre los ftriplicados
técnicos y luego enfre las distintas muestras. Se encontraron 23 manchas (16%) que
varian significativamente en las distintas muestras con, al menos, un 99% de
confianza. En la Tabla 2 se muestran los promedios, en las distintas muestras, de los
porcentajes de volumen normalizados, sus respectivas desviaciones estandar, el grado
de significancia, y el punto isoeléctrico experimental y el peso molecular experimental

de la proteina correspondiente a cada mancha.




32

Tabla 2. Manchas que cambian significativamente en las muestras. De las 145 manchas,
se encontraron 23 (16%) que presentan diferencias significativas entre las disfintas muestras
(ANOVA; p=0,01). ID, nimero de identificacién. Prom, promedio de la muestra del % de
volumen normalizado. DE, desviacién estandar (n=3). pl..,, punto isoeléctrico experimental.
PMexp, peso molecular experimental.

Mancha Prom. Prom. Prom. Prom, ! PM
D J5s7 PE gas DE oo DE 7 DE egp. exp.
2209 -0,79 0,08 081 03 0 0,5 14 085 64 978
2304 -058 01 041 028 -055 013 154 081 76 83
2338* 057 012 0,71 014 -028 036 15 06 68 653
2357 1,43 036 -03 084 -025 033 -088 031 6.0 566
2360 065 058 -085 064 1,02 062 -083 017 55 53
2369* 1,02 052 -093 026 -08 007 071 077 57 542
2373 1,41 045 1,22 032 0,38 0,19 028 08 59 50,8
2374 126 028 -053 089 03 025 -1,03 027 6.0 51,5
2427 0,39 046 1,17 092 -103 015 -0,53 0,33 52 448
2429 1,2 087 025 039 106 031 -0,38 081 54 447
2477 102 059 -127 051 043 069 -019 033 60 394
2478 1,39 05 -021 025 -0,88 088 -0,3 0,29 62 391
2485* 145 084 -0,7 004 -022 063 053 01 77 385
2487 137 084 -091 017 -0,28 052 -019 052 6.0 383
2503* 14 069 -09 018 014 05 -036 058 59 37
2506* -0866 039 -062 0,07 -022 057 1,5 056 6.1 373
2512 036 035 -061 039 -095 027 1,2 093 6.2 36,1
2531 -143 022 033 004 05 034 059 1,1 51 325
2577 1,24 026 02 034 107 071 037 073 60 297
2633 -0,03 046 132 031 035 058 -094 085 61 252
2681* 046 042 149 051 -049 064 -0,54 042 64 210
2699 1,44 027 -004 069 -09 02 -049 047 60 20
$200 016 04 -064 057 -063 062 142 061 486 353

* Mancha con un valor p entre 5107 y 10
** Mancha con un valor p inferior a 107

En la Figura 16 se pueden apreciar las 23 manchas recién mencionadas en e! gel 2D
de la muestra H (réplica b). Las manchas se enmarcan y se sefialan con una flecha y el

numero de identificacion. En rojo se muestran las 5 manchas que son

significativamente mas abundantes en la muestra H respecto a las demas.
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Figura 16. Manchas que cambian significativamente entre las muestras. Se puede
apreciar la réplica “b” del gel 2D de la muestra H. Se sefialan 23 manchas con una variabilidad
estadisticamente aceptable entre las distintas réplicas de cada una de las muestras y, ademas,
una expresion diferencial entre las distintas muestras. Estos se enmarcan y se indican con una
flecha y su nimero de identificacion. En rojo, se exhiben los que son significativamente mas
abundantes en la muestra H respecto a las otras. Se cargaron 75 ug de proteinas.

Se realizé un agrupamiento jerarquico que ordena en grupos a los distintos geles de
acuerdo a la similitud entre ellos, considerando las 23 manchas significativas. Este
analisis aporta informacién respecto a la reproducibilidad de las réplicas técnicas,
aunque no brinda informacién biol6égica (ver discusion). Este procedimiento iterativo

conduce a la formacion de un dendrograma (Figura 17), donde todos los grupos
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quedan conectados. El arbol jerarquico se construyé con un bootstrap de 1000. Como
se aprecia en la Figura 17, cada uno de los triplicados técnicos, de una muestra, quedé
dentro de un mismo grupo. A su vez, la muestra J36 qued6 agrupada con la J22, y

éstas con la muestra H. La muestra J57 qued6 como un grupo externo.

0.0 -0.13459595 0.54

57a  57b 57c 36a 36b 36¢ 22b  22a 22c Ha Hb He

Figura 17. Reproducibilidad de las réplicas técnicas. Agrupamiento jerarquico que junta a
los distintos geles de acuerdo a su similitud. El dendrograma fue construido mediante un
proceso que itera hasta que todos los geles se encuentran relacionados. La métrica empleada
fue la distancia de Manhattan. Se utilizé un ligamiento medio. El bootstrap ocupado fue de 1000.
En la base de cada rama se muestran los valores de bootstrap support. Sobre el agrupamiento,
se muestra la escala de % de volumen normalizado.

El agrupamiento jerarquico utilizado, consiste en un método aglomerativo, en el cual se
agruparon los 12 objetos (geles) en un solo grupo. El procedimiento consta de
sucesivos estados de analisis. En cada estado se agrupan los pares de objetos que
presentan mayor similitud entre ellos (Manning, 2008). Por esta Gltima razén es que, en
todos los casos, quedé un triplicado separado de los otros dos, pero todas las réplicas

quedaron juntas en el siguiente estado de analisis.
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Ademas, en la parte inferior derecha del dendrograma se puede apreciar que hay
manchas con intensidades superiores en la muestra H, respecto a las muestras J57,
J36y J22. Esto resulta ser de gran interés, por cuanto, son manchas que cotresponden
a potenciales marcadores para el fenotipo de susceptibilidad a 1a harinosidad de los
frutos, aunque no se encontré un potencial marcador proteico especifico para el

fenotipo de jugosidad.

Ya se mostrd que hay manchas con diferencias entre las muestras, pero para
determinar cuales son las muestras en la que esas manchas presentan diferencias, se
realizé un analisis de los promedios de los porcentajes de volumen normalizados en las
distintas muestras (ANOVA) seguido por una prueba de Tukey (Figura 18). De esta
forma se encontré una mayor expresion en la muestra J57 respecto a las demas para
la mancha 2699 (Figura 18, A), y mayor expresion en la muestras J57 y J22 respecto a
las J36 y H para la mancha 2360 (Figura 18, B). Ademas se encontraron 5 manchas
que presentan una expresion significativamente mayor en la muestra H respecto al
resto de las muestras, en donde el nivel de expresion fue el mismo (Figura 18, C-G).
Estas son las manchas 2299, 2304, 2338, 2505 y 5200. En e panel E de la Figura 18,
se pueden apreciar 2 manchas, presentes en la réplica Hb, que se encuentran muy
cerca de la mancha enmarcada. Aparentemente muestran el mismo patrén de
expresion que la mancha 2338, pero al ser analizadas se encontré que Ia variabilidad

de estas manchas a lo largo de los triplicados era muy grande y eso las invalida como

manchas significativas.




36

A Mancha 2699 B Mancha 2360
sm— : —
@ O P . "“h ... .
| A . R B .

—_—
.

b

‘o o
e

C Mancha 2299 D Mancha 2304

5b 2b 23 L 57 2b 28 e
O B 1 o BE 1. l

35[» Hb ';' ?“ E I - Hi é ’ A A

®

[ LA o @ ‘N’

57 IE2] 136 H 157 2 136 H

E Mancha 2338 F Mancha 2505
O O » . '

| £ || B9 EE
. g -l w0 B

mo gi" . » «» B b Hh@ £ ¥ ] ';5

. B Y B e T ! T

- Jdo T E Qe o

57 122 Bé H . * 57 16 W

Figura 18. Manchas con expresion diferencial significativa. En cada cuadro se muestra a la
izquierda la réplica b de cada una de las muestras y la zona correspondiente a la mancha se
delimita en verde. Sobre las imagenes se muestra el nimero de identificacion de la mancha. A
la derecha se muestra el promedio de las réplicas del porcentaje de volumen normalizado (ver
seccion 3.11.) para cada muestra. Las diferencias significativas (ANOVA-Tukey) se sefialan con
las letras A y B, sobre las barras del grafico. Asi, muestras con la misma letra no presentan
diferencia significativa entre sus promedios, y muestras con distinta letra si la presentan. En A,
la mancha 2699 presenta mayor % volumen normalizado en J57 respecto a las otras muestras.
En B, la mancha 2360 muestra mayor % volumen normalizado en J57 y J22 respecto a J36 y H.
Los recuadros C-G, muestran las manchas 2299, 2304, 2338, 2505 y 5200, respectivamente,
todas con % volumen normalizado mayor en H respecto a las demas muestras.




5. DISCUSION

5.1. Optimizacion de Ia extraccién de las proteinas

La preparacion de la muestra es un paso crucial para obtener una resolucion de las
proteinas de alta calidad en los andlisis protedmicos. Sin embargo esto se dificulta
cuando se trabaja con tejidos vegetales, puesto que presentan una baja concentracién
de las proteinas, hay compuestos que dificultan la disgregacién del tejido y hay una
alta concentracion de proteasas respecto a otro tipo de material biclégico (Isaacson y

col, 20086).

En prote6mica vegetal, las hojas son consideradas tejidos recalcitrantes, en cuanto a
que poseen, ademas de altas concentraciones de proteasas (Granier, 1988), un alto
contenido de polifenoles, polisacéridos, pigmentos y lipidos (Wang y col, 2008). Estos
compuestos interfieren tanto en la extraccion de las proteinas, como en la
cuantificacion y en la separacion de estas. Por esta razén fue indispensable
implementar un protocolo de extraccion de las proteinas a partir de las hojas del
duraznero, que permitiera obtener una cantidad suficiente de proteinas, de buena
calida y con un grado de pureza que permitiera realizar un andlisis de los perfiles

proteicos.

En este respecto, se implement6 un pretratamiento, un protocolo de remocién de los
compuestos interferentes, donde la exclusién de los pigmentos fue evidente al observar
los cambios de tonalidad del sobrenadante al realizar este procedimiento (ver Figura

8). De acuerdo a lo descrito previamente, al lavar con TCA al 10% en acetona, también
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disminuye la cantidad de lipidos y compuestos fenodlicos presentes en la muestra
(Wang y col, 2004; Wang y col, 2008). Posterior a esto, se realizé una extraccion
fendlicas de las proteinas, que deberia remover los hidratos de carbono y los &cidos

nucleicos.

Se decidié no agregar pasos adicionales al procedimiento de extraccién de las
proteinas, porque se corre el riesgo de perder rendimiento. En este caso podrian
haberse perdido proteinas en los sucesivos lavados de la muestra con TCA/acetona,
de tal manera que la remocion de pigmentos, lipidos y polifenoles, se viera
comprometida con la cantidad total de proteinas obtenidas al final del procedimiento.
Por esta razén se cuantificé el rendimiento de la extraccién de las proteinas, con y sin
la utilizacién de TCAfacetona. Se vio que la adicién de estos pasos al protocolo de
extraccion no produjo una disminucién significativa de la cantidad de las proteinas
recuperadas {Figura 9). Sin embargo, a partir de las hojas de Ofea europaea (olivo) se
extrajeron las proteinas mediante fenol y SDS, se alcanzé un rendimiento de 2,49 mg
de proteinas/ g de peso fresco (Wang y col, 2003), aproximadamente 15 veces mas de
lo que obtuvo en este frabajo (240 pg/1,5 g). Por lo tanto, queda el desafio futuro de
perfeccionar este método. Para obtener un mejor rendimiento, cabe destacar que la
cantidad extraida es suficiente para generar 1 gel de SDS-PAGE de 1 dimensién (5 pg)
y 3 geles 2D (75 pg por gel). Ademas, el método utilizado permitié la cuantificacion,
resolucion y el andlisis del patrén proteico de las muestras suficienie para lograr
encontrar marcadores proteicos especificos de la harinosidad en las hojas del

duraznero (Figuras 17 y 18; ver seccion 5.3).
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Al separar las proteinas mediante SDS-PAGE de 1 dimensién, aquellas muestras
preparadas con TCA/acetona, mostraron patrones uniformes de bandas e intensidades
similares entre distintas muestras. Sin embargo, las muestras que fueron preparadas
en ausencia de TCA/acetona mostraron patrones de bandas difusos y distintas
intensidades entre las muestras (Figura 7). Se ha visto que tanto ios lipidos como los
pigmentos y polifenoles, pueden interactuar con las proteinas, formando complejos en
algunos casos y modificando directamente las proteinas, en otros (Rabilloud 1996).
Estas modificaciones podrian haber interferido, tanto en la cuantificacion de las
proteinas, como en la migracion a través del gel de poliacrilamida. De modo que estas
interacciones podrian explicar las diferencias observadas en la Figura 7 entre las

muestras preparadas con y sin el pretratamiento para remover los interferentes.

Para evaluar la reproducibilidad de los geles bidimensionales, se generaron 4 geles
2D, a parlir de una misma muestra biolégica. Se realizaron 2 exiracciones de
proteinas, con el tratamiento previo de TCA/acetona, y 2 geles 2D a pariir de cada
extraccion. De esta forma se evalud la reproducibilidad (manchas correspondidas/total
de manchas) tanto de las réplicas para las extracciones como para la separacion de las
proteinas, con un 95 y 98%, respectivamente. Asi, de demostré que esta metodologia

es adecuada para analizar distintos perfiles proteicos de las hojas del duraznero.

5.2. Protedmica diferencial de las hojas

Al realizar la separacién de las muestras mediante SDS-PAGE de 1 dimension (Figura
12), se encontraron intensidades similares entre los carmiles, ausencia de interferentes

en el fondo y un patrén de bandas similar y bien definido en las todas muestras, La
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RUBISCO (ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa), enzima muy abundante en el tejido foliar
debido a la alta actividad fotosintética (Saha y col, 1997), es caracteristica de la
fraccion proteica de las hojas de muchas especies. Las subunidades mayor y menor de
esta enzima han sido descritas en tejidos de la planta de algoddn (Gossypium sp.), con
49 y 14 kDa de peso molecuiar, respectivamente (Saha y col, 1997). £n la Figura 12,
se puede apreciar una banda bien marcada de aproximadamente 50 kDa, la cual
podria comresponder a la subunidad mayor de la RUBISCO. La subunidad menor no
alcanza a distinguirse. También se puede; observar, en todas las muestras, una banda
de aproximadamente 30 kDa. Se ha descrito que, al separar la fraccion proteica de las
hojas de Ofea europaea (olivo) mediante SDS-PAGE, hay una conspicua banda de 29
kDa (Garcia y col, 2000). Esta banda sobresale mas claramente en las hojas juveniles
respecto a las hojas adultas. Esto concuerda con la banda observada en la Figura 12 y
con la temprana edad fenolGgica de las hojas utilizadas. Ademas, tanto en Arabidopsis
thaliana como en Spinacia oleracea (espinaca), los extractos crudos de los cloroplastos
poseen un contenido relativamente abundante de anhidrasa carbénica (Salvucci y col,
1987). Esta enzima, un hexamero de 180 kDa (Pocker & Joan, 1973), cumple un rol
importante en la fotosintesis, al aumentar la disponibilidad de anhidrido carbdnico en
los cloroplastos. Esta evidencia nos sugiere que la banda de 30 kDa presente en las 4
muestras podria corresponder a la anhidrasa carbénica. Estos datos no nos dan
informacion de la identidad exacta de estas bandas, sin embargo son un fuerte indicio

de que los extractos proteicos se encuentran en buen estado.

Se realizaron geles 2D para las 4 muestras en estudio y se sometieron a un acucioso
andlisis, automatico y manual, para identificar las manchas. Producto de lo cual se

encontraron 145 manchas. Hasta la fecha, se han hecho muy pocos estudios
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proteémicos de las hojas, principalmente debido a la elevada abundancia relativa de
las proteinas fotosintéticas (e.g. RUBISCQ), que impiden visualizar proteinas menos
abundantes (Wang y col, 2003), y a la presencia de altos contenidos de proteasas y
compuestos interferentes, como ya se ha mencionado. Al analizar los perfiles proteicos
de las hojas de vid (Vifis vinifera), mediante geles 2D, se encontraron 436 manchas
(Sauvage y col, 2007) y en las hojas de arroz (Oryza sativa), se encontraron
aproximadamente 300 manchas (Shao y col, 2008). Sin embargo en los geles
bidimensionales confeccionados a partir de ias hojas de olivo, se encontraron tan sélo
160 manchas (Wang y col, 2003) debido al alto contenido de compuestos fenédlicos en
las hojas de esta especie (Wang y col, 2008). De esta manera, la cantidad de manchas
obtenidas en este seminario de titulo, se encuentra dentro de! mismo orden de

magnitud que los encontrados en los estudios previos (ver proyecciones),

Al evaluar los geles 2D a simple vista, se puede ver que se obtuvo una buena cantidad
de manchas que se distribuyeron a lo largo de la mayoria del gel. No se encontraron
lineas verticales, normalmente debido a la presencia de distinios estados de
plegamiento de Jas proteinas, producto de una mala eleccién de las condiciones de
equilibric de la tira (ver seccién 3.8.2.). Las lineas horizontales son mucho mas
frecuente y puede ser causado por diversas razones como la presencia de compuestos
interferentes, condiciones de isoelectroenfoque inadecuadas, reoxidacion de los
puentes de disulfuro debido al agotamiento de DTT, sobrecarga de las protefnas y
otras (Bio Rad, 2009). Sin embargo, casi no apreciamos lineas horizontales en los
geles 2D, obteniéndose manchas bien definidas. También se puede observar, que en
la parte superior de los geles, se encuentra una cantidad muy reducida de manchas

(Figuras 13 y 14). Eslo podria deberse al alto contenido de proteasas de la muestra,
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respecto a otros tejidos vegetales. De modo que, a pesar de fodas las precauciones
tomadas cominmente para otro tipo de tejidos, hubo cierta cantidad de actividad
proteclitica que impidié evidenciar proteinas de alto peso molecuiar. Probablemente
esto ocurridé cuando las muesfras de hojas estaban molidas, siendo transferida a los

iubos de cenirifugacion y atn sin tampon de extraccion.

Como se puede apreciar en los geles 2D, una gran cantidad de manchas se ubicé en el
la parte central. Esto demuestra el que la utilizacién de tiras con gradiente de pH no
lineal fue la apropiada. Si se hubiese empleado un gradiente de pH lineal, las manchas
ubicadas al centro del gel, hubiesen estado mas juntas y se habria perdido poder

resolutivo.

5.3. Andlisis de geles 2D y manchas.

Los porcentajes de volumen de cada uno de las manchas, se convirtieron de acuerdo
al método auto-escalado (ver seccién 3.11.). Luego, se evalué la variabilidad entre ios
triplicados y entre las muestras mediante un analisis de la varianza, filtrando todos
aquellas manchas que presentaron una alta variabilidad entre los triplicados y/o que no
presentaron cambios significativos entre alguna de las muestras, ya que el objetivo
principal es encontrar expresion diferencial. De esta manera, de las 145 manchas

analizadas, 23 cumplieron con estas condiciones (Tabla 2).

El peso moleculare,. (39,1 kDa) y el ple,. (6,2) de la mancha 2478 coinciden con los
datos publicados para la endopoligalacturonasa (EC 3.2.1.15) de Prunus persica (41
kDa y 6,2), calculados a partir de la secuenciacién de la proteina (Saffie, 2005). La

diferencia en los pesos moleculares se podria deber al error relativo que conlleva la
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estimacion a partir de los geles 2-D. El transcrito que codifica para esta enzima, se ha
visto aumentado en menor cantidad en los frutos que desarmrcilan la harinosidad
(Gonzélez-Agiiero y col, 2008). Sin embargo, no se encontraron niveles diferenciales

de esta mancha en las dos condiciones de estudio (Tabla 2).

La mancha 2505, estd mayormente expresada en la muestra H, respecto a las J
(Figura 18, F). De acuerdo al peso molecularey,. (37,3 kDa) y el pl (6,1) mostrados en
la Tabla 2 y datos de geles 2D (35 kDa y 6,1) de frutos de Prunus persica (Saffie,
2005), esta mancha podria corresponder a una proteina de respuesta a esirés por
acido abscisico (ASR). Los miembros de esta familia de proteinas son codificados por
secuencias con alta identidad entre ellas, las cuales se ha visto que se expresan
durante el proceso de maduracién de frutos y bajo diferentes condiciones de estrés
como frio, presién osmética y tratamiento con Acido abscisico (Padmanavhan y col,
1997, Vaidyanathan y col, 1999). El rol que juegan las proteinas ASR en el proceso de

la maduracion no esta atin bien definido.

Con los datos de estas 23 manchas, se confeccioné un dendrograma (Figura 17), en el
cual se aprecia que todos los triplicados fueron agrupados juntos. Esto era lo
esperable, para geles confeccionados a partir de una misma muestra, y da cuenta de
una buena ejecucién de la separacion de proteinas. Se puede observar en el
dendrograma (Figura 17) que las muestras J22 y J36 agruparon junto con Ja muestra
H, y la muestra J57 quedd como un grupo extemo. A simple vista pareciera que hubo
un error en el agrupamiento o en la preparacién de los geles 2D, puesto que todas las
muestras que comparten una caracteristica, en este caso jugosidad de frutos,

deberian agrupar juntas. Sin embargo, este ordenamiento es perfectamente plausible.
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La agrupacion se realizé de acuerdo a la similitud entre los geles, del perfil de
expresién de las 23 manchas. Estas manchas podrian estar relacionadas con
funciones muy diversas y probablemente, pocas o ninguna, tengan relacién directa con
el fenotipc de la susceptibilidad a la harinosidad en los frutos. Por lo tanto, el
agrupamiento jerarquico muesira la aita reproducibilidad de las réplicas tecnicas, pero

no entrega informacion bioldgica.

En el proyecto Genoma 2, en el cual se enmarca este estudio, se busca encontrar, en
las hojas, los marcadores profeicos para los frutos poco susceplibles a la harinosidad.
Por lo tanto, en este seminario de titulo, el procesamiento de las muestras fue
disefiado de tal manera (Figura 3), que se eliminé la variabilidad enfre las muestras H,
mezclandolas en un solo grupo. De esta manera, se buscan manchas representadas

en cada una de las muestras J, pero que no lo estén en la muestra H.

Al determinar en qué muestras varia la expresion de Ias 23 manchas seleccionadas en
ia Tabla 2, no se encontré ninguna que diera cuenta de una mayor expresion proteica
en todas las muestras J respecto de la muestra H. Se puede observar (Figura 17) un
grupo de 11 manchas en la muestra J57 (en rojo), de las cuales una (2699) es
significativamente mas expresada en esta muestra respecto a las otras (Figura 18, A).
Ademas se encontré una mancha expresada en las muestras J57 y J22 mas que en las
J36 y H (mancha 2360; Figura 18, B). Esto puede deberse a la variabilidad intrinseca
de los individuos. Mas interesante aln, se encontraron 5 manchas que
consistentemente mostraron una mayor expresion en la muestra H respecto a las
deméas. Para los fines de un programa de mejoramiento genético asistido por

marcadores moleculares y proteicos, no es necesario conocer la identidad exacta de la
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proteina. Es decir, es suficiente saber que su presencia se correlaciona fuertemente

con el fenotipo de interés y con tener algin método para detectarla.

No obstante, existe la posibilidad de que la intensidad de estas manchas, se deba a
proteinas altamente representadas en s6lo uno de los tres grupos uiilizados para
generar la muestra H (Figura 3). Incluso, es posible que efectivamente las 5 manchas
estén representadas en cada una de las 3 muestras que componen el grupo H, y que
no lo estén en el reslo de los individuos equivalentes, es decir los arboles que
producen frutos susceptibles a la harinosidad. Por lo tanto es indispensable realizar
estudios posteriores (ver proyecciones) a este seminario de titulo para evaluar estas

hipbtesis.




6. CONCLUSIONES

6.1. Se adaptd y optimizé un metodo de exiraccion de ias proteinas solubles a partir
de las hojas de Pmunus persica, logrando remover varios compuestos que
interfieren en la calidad de las proteinas, su cuantificacion y su separacidn en

geles 2D.

6.2. Se obtuvieron geles bidimensionales a partir de estos exiractos proteicos, con las
réplicas técnicas y se obtuvo una cantidad de manchas suficientes para realizar

un analisis estadistico.

6.3. Se compararon los perfiles proteicos de las hojas de Prunus persica que producen
los frutos susceptibles a la harinosidad (H) con otros que producen los frutos poco
susceptibles a la harinosisdad (J). Se enconiré una leve varabilidad entre
individuos de la misma condicién y diferencias mas marcadas entre individuos H y
J. Esta dltima resulta ser muy inferesante para ia generacion de los marcadores
proteicos, para descartar tempranamente a individuos H, en un programa de

mejoramiento genético asistido.
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7.1.

7.2.

1.3.

74.

7. PROYECCIONES

Mejorar el rendimiento de la extraccion de las proteinas. Al aumentar la
concentracién de protelnas exiraidas, se permitird reducir el volumen de la
muesira cargada en el IEF. Como consecuencia, esto reducirfa auin mas la
cantidad de los compuestos interferentes presentes en la separacién de proteinas

y ademas se podria obtener un perfil proteico con un mayor nimero de manchas.

Repetir los mismos analisis con individuos que producen frutos con distintos
grados de susceptibilidad a la harinosidad, y no sélo los extremos (anexo 1). Asf
sera posible averiguar si el fenotipo estudiado se relaciona con uno o varios
marcador(es) del tipo presente/ausente o, mas bien, que esta(n) presente(s) en
distintos grados de acuerdo a la intensidad del fenotipo. Mediante réplicas
biolégicas y de hojas de las proximas temporadas se podra evaluar la estabilidad

de los perfiles proteicos, en presencia de distintas condiciones ambientales.

Secuenciar las manchas 2299, 2304, 2338, 2505 y 5200 mediante espectrometria
de masa. La identidad de estas protefnas podrfa dar valiosa informacion acerca

de los mecanismos involucrados en el fenomeno de la harinosidad de duraznos.

En un futuro programa de mejoramiento para generar nuevas variedades con
frutos no harinosos, la presencia de estas 5 manchas, sobre fodo de 2299, 2304 y
2338 (Figura 18, E-G), las cuales se encuentran efectivamente solamente en la
muestra harinosa, podrian servir como marcadores fenotipicos para descartar

tempranamente aquellas plantulas que las posean.
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susceptibilidad a la harinosidad de los frutos, expresado en términos del porcentaje de jugo
liberado por los frutos, después de haber sido sometidos a las condiciones que inducen la
harinosidad. Los individuos fueron recolectados en la temporada diciembre 2007 - febrero 2008.
Se evaluaron 77 individuos. Las mediciones fueron realizadas por el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), La Platina. (), la denominacién utilizada en este seminario de titulo para
las muestras.

Linea e % Jugo Poromedio . sD Fecha
4 Fruto2 Frito3 Fruto4 Fruio5 %Jugo % Jugo Cosecha
VF2-15B117-11 (H11) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18-ene
VF2-15B133-16 (H16) 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,3 0,7 24-gne
VF2-15B182-39 (H38) 1.6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,7 24-agne
VF2-16A120-44 0,0 0,0 24 2,1 0,1 0,9 1,2 29-ene
VF2-15B164-30 14 0,0 0,0 0,0 5,1 13 2,2 24-ene
VF2-17B135-82 0,0 4.3 53 0,0 0,0 1,9 26 18-ene
VF2-18A137-50 4.0 0.1 0,0 0.0 7,0 2.2 3.2 29-ene
VF2-17B128-79 56 1,9 2,7 0,0 25 2,5 2,0 24-ene
VF2-17B136-83 11,0 2,5 0,3 6,8 13,5 6,8 586 24-ene
VEF2-15B165-31 54 1.2 0,0 13,7 6,3 7.3 53 24-ene
VF2-17B155-88 0,0 15,7 6,8 15,6 0,0 7.6 7.8 24-ene
VF2-17B143-85 0,0 0,0 6,3 23,5 8,9 7,7 9,7 24-ene
VF2-16A116-42 16,3 9.6 7.1 3.9 25 79 55 07-ene
ViF2-16A141-52 7.7 151 11,8 10,1 0,0 9,0 57 07-ene
VF2-17B158-90 5,6 17,3 11,2 0,0 11,0 9,0 8,5 09-ene
VF2-17B165-94 15,6 12,0 8.1 56 4.7 9.4 45
VF2-16A125-45 6,4 2,6 16,4 7.6 14,6 8,5 58 24-ene
VF2-15B103-3 10,0 17,3 14,1 4.2 4.9 10,1 57 27-dic
VF2-17B146-86 0,0 0,0 19,8 12,2 18,5 10,1 9,7 18-ene
VF2-16A148-55 1,0 234 2,0 1,0 24,9 10,5 12,5 18-ene
VF2-17B163-93 32,0 0,0 205 0,0 0,0 10,5 14,9 29-ene
VF2-17B168-88 10,4 14,4 16,2 14,0 4,0 11,8 4.8 02-ene
VF2-16A187-65 17,9 18,2 1.8 2,2 19,5 12,1 92 02-ene
VF2-17B162-92 5,6 21,3 10,1 16,8 74 12,2 6,6 24-ene
VF2-17B112-72 0,0 209 14,6 25,1 1,5 12,4 11,3 24-ene
VF2-15B110-7 4.8 11,7 22,2 26,1 1.9 134 106 24-ene
VF2-15B174-34 3,7 14,0 0,0 316 18,4 13,5 12,5 04-feb
VF2-17B180-102 156 20,3 16,8 7.9 7.9 13,7 5.6 08-ene

VF2-17B134-81 109 157 17,0 13,2 15,8 14,5 24 07-ene

ANEXO 1
Tabla anexo 1. Fenotipificacién del grado de harinosidad. Se muestra el grado de

|
VF2-15B122-13 17,3 16,2 10,8 20,0 18,2 16,5 35 15-ene
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VF2-16A178-62
VF2-17B176-100
VF2-16A172-61
ViF2-16A134-49
VF2-15B144-23
VF2-17B170-97
VF2-17B124-77
VF2-15B141-21
VF2-17B174-99
VF2-17B130-80
VF2-17B173-98
VF2-17B168-95
VF2-15B107-6
VF2-16A138-51
VF2-178181-103
VF2-15B111-8
VF2-15B112-9
VF2-17B111-71
VF2-16A128-47
VF2-17B108-70
VF2-17B183-106
VF2-16A132-48
VF2-15B129-15
VF2-17B117-73
VF2-16A126-46
VF2-17B120-74
VF2-15B137-18
VF2-16A194-69
VF2-15B136-17
VF2-15B178-37
VF2-158102-2
VF2-17B178-101
VF2-178142-84
VF2-15B155-27
VF2-15B119-12
VF2-17B122-76
VF2-15B139-20
VF2-17B154-87
VF2-16A144-53
VF2-15B169-33
VF2-178121-75

5,1
6,4
256
211
8,7
14,6
7.7
251
23,1
14,6
30,8
13,4
20,5
25,5
363
222
22,2
233
36,0
10,6
25,7
20,3
2589
28,0
12,4
21,0
36,0
27,7
35,8
35,5
30,0
208
26,7
32,0
204
28,0
32,9
22,0
38,3
30,0
274

27,2
239
13,2
18,2
6,4
29,2
26,7
235
30,7
21,0
19,9
15,3
12,8
28,0
3,2
36,5
36,5
16,0
17,7
20,1
32,3
240
242
34,0
454
24,2
10,3
31,9
30,2
23,5
271
30,4
2538
18,2
354
26,9
32,0
44,4
29,0
31,5
42,0

11,8
28,2
23,4
21,8
30,3
12,5
14,2
15,7
32,9
19,5
8,7
21,6
21,0
26,9
317
16,1
16,1
28,0
16,9
32,2
16,9
32,5
27.4
22,6
22,8
30,4
32,1
35,3
234
25,7
21,7
26,1
32,9
36,0
42,5
37,1
28,5
40,3
348
23,2
436

18,3
18,5
255
17,9
16,5
16,2
27,6
19,6
9,8
30,6
17,3
277
254
18,8
22,7
0,0
0,0
18,2
20,3
M7
257
17,2
25,7
19,9
21,7
36,7
311
23,6
23,0
28,2
25,1
40,1
28,7
421
29,8
20,2
32,3
19,8
289
30,0
24,0

216
9,2
0,6
10,2
29,4
242
23,0
15,7
42
15,6
245
26,8
26,3
10,3
15,6
35,5
35,5
28,8
27.3
29,1
25,4
32,6
24,6
237
26,0
23,0
27,2
18,3
246
26,3
37,0
28,8
31,7
19,7
20,5
29,4
26,6
26,1
22,1
405
232

16,8
17,2
17,7
17,8
17,9
19,3
18,8
19,9
20,1
20,2
20,2
21,0
21,2
21,8
21,9
22,1
22,1
229
236
24,7
25,2
25,3
25,6
256
258
27,0
27,3
274
274
27,8
28,2
29,2
294
29,6
29,7
30,1
30,4
30,6
30,7
31,0
32,0

8,6
93
10,8
4,6
11,7
7.1
8,6
44
12,7
6,4
8,2
6.5
53
7.4
13,2
15,1
15,1
5,7
8,0
9.3
5,5
7,0
1.2
55
12,1
6,5
10,0
8,7
55
4.6
58
7.1
3.1
10,4
9,6
4,0
27
11,2
6,2
6,2
10,0
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15-ene
24-ene
15-ehe
15-ene
15-ene
07-ene
27-dic
27-dic
27-dic
15-ene

24-ene
15-ene
27-dic
29-ene
18-ene
29-ene
27-dic
27-dic
28-dic
24-ene
27-dic
27-dic
07-ene
27-dic
15-ene
27-dic
02-ene
27-dic
02-ene
27-dic
02-ene
27-ene
27-dic
02-ene
15-ene
15-ene
02-ene
27-dic
02-ene
27-dic




34

VF2-16A164-58 430 413 22,5 291 28,2 32,8 8,9 27-dic

VF2-16A188-66 323 486 36,6 39,0 94 33,2 14,6 15-ene
VF2-16A112-41 472 171 42,8 316 27,8 33,3 12,0  24-ene
VF2-15B177-36 (J36) 40,5 474 29,4 22,1 37,3 35,3 9,8 27-dic
VF2-16A169-57 (J57) 276 414 38,8 38,1 33,9 26,0 54 15-ene

VF2-168143-22 (J22) 401 32,2 38,1 43,7 40,5 388 4,2 27-dic

{ } se muestra la denominacién empleada en este seminario de titulo para las muestras




ANEXO 2

A continuacién se muestra cada uno de los 12 geles confeccionados para las 4

muestras analizadas.
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Figura anexo 2. Geles 2D de las muestras analizadas. Se muestran los triplicados de cada
una de las muestras analizadas (J57, J22, J36, H). A la izquierda se muestran los marcadores
de peso molecular y en la parte superior se indica los valores de pH de la tira utilizada. Se
cargaron 75 g de proteinas en cada uno de los geles.




