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RESUMEN

Los cambios fisicos y fisiolégicos producidos en Prunus persica por la
exposicion a bajas temperaturas, han generado gran inquietud en el sector
exportador porque la calidad del producto se deteriora, v esto produce pérdidas
econdmicas. El principal sintoma descrito después de almacenar los frutos en frio
es la harinosidad de la pulpa. Hasta el presente se desconocen los mecanismos
moleculares que originan la harinosidad de la pulpa, sin embargo; se ha planteado
gue durante el almacenamiento en frio, ocurren alteraciones en la actividad de
enzimas involucradas con la pared celular de los frutos, como son la
Poligalacturonasa (PG), enzima que degrada las pectinas y la Pectina Metilesterasa
(PME), la cual desmetila el acido poligalacturénico de la pared celular. Otra proteina
involucrada en la maduracion de los frutos es la Expansina (Exp), que disminuiria la
interaccion entre los polisacaridos de la pared celular, influyendo en el
ablandamiento. Para analizar la participacion de estas proteinas en la
susceptibilidad de los frutos a tornarse harinosos, se evaluaron distintas variedades
de Prunus persica con el fin de identificar variedades con alta y baja susceptibilidad
a tornarse harinosas. De esta forma se determind que la variedad Fancy Lady
presentaba una baja susceptibilidad mientras que la variedad O"Henry mosiré una
alta susceptibilidad. En estas dos variedades se analizaron la abundancia de los
mRNA para PG y Exp, los que mostraron una disminucién marcada en la pulpa de
los frutos mantenidos en frio. Esta situacion revirtid en los frutos maduros, en los
que se observd una acumulacién de los mRNAs, Esto correlaciona con la
disminucién en actividad enzimatica de PG y la disminucién de la proteina de Exp
analizada por western blot en los frutos mantenidos en frio. La actividad
Poligatacturonasa y el contenido de Expansina se incrementaron al madurar los

duraznos almacenados en frio. Respecto a Pectina Metilesterasa, la abundancia del

xii




mRNA disminuyd en frutos almacenados en frio, sin llegar a desaparecer. Cuando
el fruto madurd, la abundancia de mRNA de PME aumento, al igual que su actividad
enzimatica. La comparacion de frutos maduros sanos y harinosos, mostré un menor
nivel de Exp en el fruto harinoso. Sin embargo, los datos muestran que la actividad
de PME no cambia, mieniras que la actividad de PG disminuye en los frutos
harinosos. Andlisis de las razones de actividad enzimatica de PG/ PME de P.
persica mostraron ser menores en los frutos harinosos respecto de un fruto que
tiene jugo. Los resuitados indican que el almacenamiento en frio produce un
desbalance en enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de la pared

celular.
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SUMMARY

Physical and physiological changes produced in Prunus persica by the
exposure to low temperatures, have generated great concern in the exporting sector
because the quality of the product is deteriorated, leading to economical losses. The-
main symptom after cold storage is mealiness in the pulp of the fruit. Until now the
molecular mechanisms that cause the mealiness are not known, nevertheless; it has
been propased that during the cold storage, there are changes in the activity of
enzymes involved in cell wall metabolism in the fruits such as Polygalacturonase
(PG), an enzyme that degrades pectin and Pectin Methylesterase (PME), an
enzyme that demethylate polygalacturonic acid in the cell wall. Another protein
involved in the ripening of the fruit is Expansin {Exp), which would decrease the
interaction between polyssacharides in the cell wall, affecting the fruit softening. in
order to analyze the role of these proteins in the susceptibility of the fruits to become
mealy, we evaluated different varieties of Prunus persica to identify varieties with
high and low susceptibility to become mealy. Thus, we found that the variety Fancy
Lady showed a low susceptibility whereas the variety O'Henry showed a high
susceptibility. In these two varieties the mRNA abundance for PG and Exp were
analyzed, and in both case we found a striking decrease in the pulp of the fruits kept
in the cold. This situation reverted in the mature fruits, where an accumulation of
bath mRNAs was observed. This correlates with 2 decrease in the enzymatic activity
of PG and a reduction of the Exp protein, analyzed by western blot, in the fruits kept
in the cold. Both the PG activity and the content of Expansin increased upon
softening of the fruit stored in the cold. Regarding Pectin Methylesterase, the
abundance of the mRNA decreased in fruits stored in the cold, but it did not
disappear. Upon softening, the abundance of the mRNA for PME increased as it did

the enzymatic activity. The comparison of normal and mealy mature fruits, showed
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lower levels of Exp in the mealy fruit. However, the data showed no change in PME
activity, whereas the PG activity diminishes in the mealy fruits. Analyses of the ratio
between the PG/ PME enzymatic activities of P. persica showed to be smaller in the
mealy fruits respect to a fruit that has juice. These results indicate that cold storage

produces an imbalance in enzymes and proteins involved in cell wall metabolism.
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INTRODUCCION

El cultivo de frutales de carozo, particularmente del género Prunus constituye
una importante actividad econdmica para Chile. En la temporada 2002-03, los frutos de
carozo, como duraznos, nectarines, y ciruelas, representaron el 15% del total de
superficie plantada, concentrandose en la region Metropolitana y Sexta. Chile entre
estos periodos exporté 190.000 toneladas de frutos de carozos, representando el 10%
del total de exportaciones de fruta fresca (A.N.A. Chile y Asociacidn de Exportadores

de Chile, 2004).

Para llegar oportunamente a los mercados de interés con un producto de
optima calidad, la cosecha de los frutos de carozo se debe realizar en un tiempo
especifico, anterior a alcanzar la madurez de consumo, lo que implica delegar a la
cadena de posicosecha de los frutos, la mantencién de la calidad de éstos y la
maduracién final. Desafortunadamente, 1a etapa de almacenamiento y transporte de los
frutos para la exportacion implican una serie de cambios fisicos y/o fisiologicos
inducidos en los frutos por la exposicién a bajas temperaturas durante el almacenaje
refrigerado, llevando a la expresion de sintomas caracteristicos que constituyen el
denominado " dafio por frio”. Los frutos dafiados tienen una buena apariencia externa
cuando son removidos del almacenamiento, etapa en la cual el fruto aun esta firme en
su pulpa, pero cuando madura ¢ alcanza una firmeza de su pulpa apta para ser
consumida, su apariencia no es 6ptima para comercializarlo. El mayor sintoma de este
dafio por frio es la harinosidad de la pulpa (Ben-Arie y Sonego, 1980; Von Mollendorff y
col., 1992; Zhou y col. 2000a). Esta adquiere relevancia cuando duraznos y nectarines

son exportados a mercados lejanos como Estados Unidos, Europa & Asia, lo que




implica al menos un par de semanas de transporte y por lo tanto de exposicién a
temperaturas bajas. Una vez en el mercado de destino, es el consumidor quien se
encuentra con un fruto de baja calidad, debido a que este problema no es detectado
externamente e inhabilita totalmente a la fruta para su consumo. Esto se transforma en
una abierta desventaja frenie a paises como Sudafrica, quien puede llegar a los

mercados europeos en un plazo de una semana.

La harinosidad se manifiesta en todas las variedades de frutales de carozo. Sin
embargo, algunas variedades de nectarines y duraznos son mucho mas susceptibles,
viéndose afectados desde un 40% a 100% de los frutos (Luchsinger, 1996a). Las
variedades de frutales de carozo que se cultivan en Chile son altamente susceptibles a
desarrollar este desorden fisiologico. Este hecho se debe a que tales cultivares se han
desarrollado buscando principalmente caracteristicas de calidad externa (color y
tamafio). El mejoramiento genético, en general, ha excluido la caracteristica de
almacenamiento y transporte, ya que no representa un problema en los paises en

donde se realiza dicho mejoramiento (Retamales, 1996; Luchsinger, 1996b y 1997).

La harinosidad se ha definido como un desorden fisiologico de duraznos y
nectarines donde falla el proceso de maduracién normal después de periodos
prolongados de almacenamiento en frio, resultando en una pérdida de jugo y una

textura seca y harinosa {Von Mollendorff y De Villiers, 1988; Zhau y col. 2000b).

La maduracion del fruto son eventos genéticamente programados caracterizada
por un nimero de procesos que alteran el color sabor, aroma y textura del fruto (Brady,

1987).Una de las hipdtesis planteadas para explicar la génesis de la harinosidad




involucra a la pared celular de los frutos, especificamente el cambio de textura de la
pulpa ¢ ablandamiento que ocurre durante el proceso de maduracion. Duranie este
proceso los polisacéaridos de la pared celular de los duraznos, sufren alteraciones como
son la degradacion de las pectinas (Von Mollendorff y De Villiers, 1988, Dawson y col.,
1992; Lurie y col., 1994; Giovannonni, 2004). Las pectinas estan compuestas
principalmente de acido galacturdnico, el cual posee grupos carboxilo que pueden
encontrarse esterificados por grupos metilos. Se sabe que las pectinas son
polimerizadas en el cis Golgi, metil-esterificadas en el medial Golgi y sustituida en sus
cadenas laterales en las cisternas del trans Golgi, siendo las pectinas luego
secretadas a la pared en una forma altamente metil-esterificada (Ridley y col., 2001;
Willats y col., 2001). Esta mefilacién disminuye la carga negativa de ellas,
disminuyendo la capacidad gelificante de las pectinas de alto peso molecular (Micheli,
2001). Durante los estados iniciales de maduracion, en la pared celular ocurre la
solubilizacién de estos polimeros ricos en acido urénico de alto peso molecular,
posteriormente, las cadenas laterales de galactanos son removidos desde polimeros
pécticos retenidos en fracciones de la pared celular, disminuyendo, por ejemplo, el
grado de metilacién en estas fracciones, estos cambios coinciden con la gran pérdida
de firmeza e incremento del contenido de jugo extraible. Después de 2 dias de
maduracién, los polimeros ricos en &cido urénico solubilizados son depolimerizados a
especies de bajo peso molecular (Dawson y col, 1992; Lester y col., 1994). Estos
cambios en la composicion de la pared celular de los frutos, en parte son debidos a la
expresion de enzimas responsables de la degradacién de las pectinas, siendo esto uno
de los factores involucrados en el ablandamiento de los frutos. Estas enzimas son la
Poligalacturonasa (PG) la cual hidroliza el enlace «-1,4 el acido galacturénico,

produciendo polimeros de acido galacturénico de menor peso molecular; y la Pectina




metilesterasa (PME), que hidroliza la unidn éster del galacturénido metilado,
produciendo un polimero cargado negativamente y metano! (Callahan y col., 1993;
Frenkel y col., 1998; Zhou y col,, 2000b; Micheli, 2001; Willats y col., 2001). A estas
enzimas se les ha medido su actividad observando que durante la normal maduracién
la actividad de PG aumenta y la actividad de PME disminuye {(Zhou y col., 2000b, Lurie

y col., 2003).

Las primeras investigaciones sobre la causa bioquimica de la harinosidad se
dirigieron al estudio de las diferencias relativas de las pectinas observadas, cuando se
comparan fracciones de pared celular entre frutos jugosos y harinosos. En los frutos
harinosos se enconird que los polimeros solubilizados son de alto peso molecular y no
son depolimerizados a bajo peso molecular. Durante el almacenaje en frio, las pectinas
en la pared son de-esterificadas, sugiriendo una continua actividad de PME a bajas
temperaturas. Las pectinas ramificadas acumuladas en la pared celular y las cadenas
laterales de galactanos, los cuales son removidos desde el esqueleto de pectinas
durante los estados iniciales de normal maduracion, permanecen unidos al esqueleto
en los frutos harinosos (Ben-Arie y Lavee, 1971). Los antecedentes anteriores han
llevado a postular que la disminucién en actividad de la Poligalacturonasa (Zhou y col.
2000a y b), combinada con una continua de-esterificacion de la pectina, como
resultado de la actividad de la enzima PE conduce a la formacion de un gel de pectinas
(Ben -Arie y Sonego, 1980, Lurie y col., 2003) y se cree que la pectina en esta forma
une el agua libre en el tejido y produce la caracteristica de textura seca de la pulpa. En
respaldo a esta idea se ha mosirado que un incremento en la razén de actividades

PG/PE por medio de la aplicacion de calentamiento intermitente (Intermittent warming,




IW) y/o condiciones de atmésfera controlada de almacenaje, pueden inhibir el

desarrollo de harinosidad (Zhou y col. 2000a y 2001).

Ofra proteina involucrada en la maduracion de los frutos es la Expansina (Rose
vy Benett, 1997; Rose y col, 2000), la que disminuiria la interaccion entre los
polisacéridos de la pared celular, situacion que produciria cambios en la organizacion
de los polisacéaridos y por lo tanto influiria en el ablandamiento del fruto. El mecanismo
preciso no es conocido y se ha sugerido que Expansina se une a la interfase entre las
microfibrillas de celulosa y la matriz de polisacaridos, interrumpiendo la unién de
interacciones no covalentes entre estos componentes poliméricos {(McQueen-Mason y

Cosgrove, 1994; Cosgrove y col., 2002},

Recientemente se ha mostrado que la supresion de una proteina de Expansina
relacionada con la maduracién (Exp1) en plantas transgénicas de tomate resulta en
una marcada disminucidn en la degradacién de polimeros de urdnidos como la pectina
sin una aparente accion directa de Exp1 sobre el quiebre del esqueleto de la pectina
(Brummell y col,, 1999a). El autor especula que Exp1 influye la degradaciéon de
pectinas por alteracion en la manera por la cual PG interactuaria con estos substratos

pécticos.

No obstante, la expresion de una Expansina especifica de frutos durante las
etapas de ablandamiento de la fruta y la interrupcion de la pared, sugiere que las
Expansinas pueden funcionar en el desmontaje de la pared celular (Cosgrove D., 1998

y 2000).




Los estudios anteriormente mencionados fueron todos realizados en una sola
variedad de durazno o nectarino. Sin embargo, no queda claro si la susceptibilidad que
presentan distintas variedades de duraznos y nectarinos a tornarse harinosos, se debe
a caracteristicas especificas de la variedad estudiada. En base a la hipdtesis planteada
en la literatura se podria especular que variedades con distinta susceptibilidad a
tornarse harinosas podrian presentar niveles de PG, PME y Exp que correlacionan con
el grado de harinosidad. De esta forma, en esta tesis, se ha decidido estudiar cudles
son los cambios que ocurren en PG, PME y Exp en dos variedades que poseen distinto

grado de susceptibilidad al almacenamiento a bajas temperaturas.

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, en esta memoria se plantea la

siguiente hipotesis:




HIPOTESIS

Durante el almacenamiento en frio, la susceptibilidad diferencial a la harinosidad en
distintas variedades de duraznos depende de la expresion y/o de la actividad de
Poligalacturonasa, Pectina Metilesterasa y de la expresion y acumulacion de

Expansina.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar en variedades que presentan susceptibilidad diferencial a la harinosidad los
cambios que ocurren en Poligalacturonasa, Pectina Metilesterasa y Expansina, durante

distintas condiciones de postcosecha.

OBJETIVQOS ESPECIFICOS

1.~ ldentificar variedades de duraznos con diferencias en la suceptibilidad durante el
almacenamiento a bajas temperaturas.

2.~ Obtener los cDNA parciales que codifican para Poligalacturonasa (PG), Pectina
Metilesterasa (PME) y Expansina (Exp) de Prunus persica.

3.- Analizar el patron de expresién de los genes de PG, PME y Exp durante la
maduracion de los duraznos almacenados a temperatura ambiente y en condiciones de
almacenamiento que promueven la harinosidad de los frutos.

4.- Medir las actividades enzimaticas de PG y PME; medir la acumulacion de la

proteina de Exp, en distintas condiciones de almacenamiento.




MATERIALES Y METODOS

2.1. Material biolégico
2.1.1. Obtencidn de Prunus persica

Frutos de duraznos (Prunus persica) en estado de madurez de cosecha fueron
obtenidos desde huertos de la zona de Graneros. Los frutos fueron lavados con
solucién de HCI 100 ppm v luego colocados en una camara de almacenamiento con
una temperatura de 0°C, siendo almacenados por periodos de 15 y 30 dias (F15 y F30:
15 y 30 dias almacenados a 0°C) para su posterior evaluacion (Esquema 1). Frutos de
cosecha no sometidos a temperatura de 0°C fueron usados como control. Los frutos
después de periodos de almacenaje de 15 y 30 dias, fueron puestos en la camara de
maduracién con una temperatura de 20°C, hasta que los frutos alcanzaran una
resistencia de la pulpa a la presion en la zona ecuatorial del fruto de 8,9- 17,8 N (Fruto
Maduro; madurez de consumo), condicién en la cual también se evaludé (15M y 30M:
Frutos a 15 y 30 dias almacenados y luego madurados a 20°C, Esquema 1). En los
frutos de cosecha usados como control y en los de cada periodo de evaluacidn se
tomé una fraccion del fruto desde uno de sus ecuadores y se congeld en nitrogeno
lfquido para los analisis posteriores de expresion de genes y mediciones de actividad

enzimatica.




Almacenamiento

20°C por
0°C por 15 dias

3 dias

Cosecha

Almacenamiento
0°C por 30 dias
20°C por
3 dias 30M
Cos M Fruto Maduro

Esquema 1: Representacion de la toma de muestra de duraznos y de los
diferentes tratamientos realizados. CosM. Fruto de durazno proveniente de la
Cosecha que fue almacenado por 3 dias a 20°C. F15 y F30: Frutos de duraznos
almacenados por 15 y 30 dias respectivamente, a 0°C. 15M y 30M: Frutos de duraznos
que se almacenaron por 15 y 30 dias respectivamente, y posteriormente almacenados
en camaras de 20°C por 3 dias para que maduraran.




2.1.2. Bacterias y condiciones de cultivo

Para los clonamientos se utilizaron bacterias Escherichia coli cepa DH5a. Se
crecieron en medio Luria Bertoni (LB) liquido (bacto triptona 1% pfv, extracto de
levadura 0,5% p/v y NaCl 1% p/v) o sdlido (Medio LB con agar 1,5% p/v) a 37° C por

16 horas.

2.2. Plasmidos

+ H8B10T7: Plasmido bluescript SK, que contiene el EST del RNA ribosomal
18S de Arabidopsis thaliana. (Donado por Arabidopsis Biological Resource
Center).

s pGEM®-T Easy Vector System: Vector para clonamiento de la empresa

Promega (Madison, WI, USA},

2.3. Disefio de partidores

Los partidores utilizados para la amplificacién de cDNA parciales de los genes
de PG, PME y Exp fueron disefiados a partir de la base de datos publicada por NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Estos partidores se disefiaron desde
zonas conservadas de las secuencias enconfradas para PG, PME y Exp., tanto para
duraznos, como para otrgs secuencias de fruta publicadas. Adicionalmente, se
obtuvieron los partidores para PME de duraznos (PMEAM) los cuales fueron donados
por la Dra. Lee Meisel, Lab. Genética Molecular Vegetal, Universidad de Chile. Las

secuencias de los partidores se muestran en el siguiente recuadro.
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Partidor Secuencia nucleotidica
PpPG(3 Sence 5'- CAGGTGGAATTCTTGACGG-3'
PpPG03 Antisence |5'- TCCCCCATGACTTGATTCT- 3’
PpPMES’ 5'- GGGTTCATAGCAAGAGACA-3’
PpPMESJ’ 5-TCGTTGAACACTTGATAGCC-3'
PpExp5' 5-GAGGTGCTTGTGGATATGGAA-3'
PpExp3' 5-ACAGCATTGCTGGTCACAG-3
*BG2 5-CACCGATGCCACAGTTGTGTTCCAA-3’
*BG3 5-TTAAACCCCAAATTCTGCAGTA-Z
T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
SP6 5-ATTTAGGTGACACTATAG-3'

«Partidores disefiados por Andrea Morales, Lab. Genética Molecular Vegetal, U. de
Chile.

2.4. Anticuerpos
2.4.1. Anticuerpo anti-expansina de Lycopersicum esculetum (LeExp1)

Anticuerpo policlonal Anti-Expansina 1 de Lycopersicum esculetum (Rose y col.,
2000), facilitado por el Dr. Jocelyn Rose, Department of Plant Biology, University

Comell, lthaca, NY, USA.
2.4.2. Anticuerpo secundario

Anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa conjugada Horseradish

(HRP) (SIGMA).
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2.5. Reactivos

» Se obtuvieron las columnas Sephadex G-50 y la membrana Hybond-N+ de
Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Suecia).

» Las enzimas de resiriccion y DNA ligasa de BioLabs (New England, USA).

¢ Enzimas de restriccién, DNA polimerasa, el sistema de marcacién Hexalabel
DNA y el marcador de peso molecular de DNA de 1 Kb se obtuvieron de
Fermentas (Vilnius, Lituania).

+ FEl sistema de purificacién de productos de PCR “"CONCERT", agarcsa, el
sistema de transcripcion reversa (RT-PCR), medios de cultivo de bacterias y
marcadores de peso molecular para RNA se obtuvieron de Gibco (Invitrogen,
Grand Island, NY, USA).

» Los solventes de grado analitico y [as sales se obtuvieron de Merck (Darmstadt,
Alemania).

¢ El[a-*P]-dCTP se obtuvo de Perkin Elmer Life Science (Boston, USA).

e EIl sistema de purificacion de DNA plasmidial “Wizard” y el vector para
clonamiento pGEM®-T Easy Vector System se obtuvo de Promega (Madison,
WI, USA).

e Los antibidticos, el sustrato X-GlcA (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurdnido),
membrana de nitrocelulosa de 2 micrones, enzimas comerciales de Pectinasas
y Pectina Metilesterasa y reactivos quimicos generales, se obtuvieron de Sigma

Chemical Co. (St. Louis, USA).
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2.6. Parametros fisiolégicos de Prunus persica para determinacién de Ila
harinosidad.
2.6.1. Firmeza de los frutos

La resistencia de la pulpa a la presion (firmeza) fue medida en las zonas
ecuatoriales (mejillas) del fruto, determinada a partir de 90° de la sutura del fruto.
Después de removida la epidermis, se midio la resistencia de la pulpa a la presién con
un penetrémetro McCormick (Fruit Tech; Yakima, Washington) Modelo FT 011 (rango
de 0 a 49 N) para frutos blandos y un FT 327 (rango de 13,4 a 120,3 N) para frutos
firmes, ufilizado para la cosecha y en frutos inmediatamente salidos del
almacenamiento en frio, ambos modelos utilizados con una punta de 7.9 mm de
diametro. La medicion de la firmeza se presenta en Newton (N) para cada variedad

(Luchsinger, 1996a)

2.6.2 Jugo extraible

La cantidad de jugo extraible fue medida usando una modificacién del método
de Lill y Van der Mespel (1988). Una vez que los frutos maduros han alcanzado una
firmeza en los ecuadores de aproximadamente 8,9-17,8 N de presion, después de
haber permanecido en la camara de 20°C, con un sacabocado de aprox. 1,5 cm de
diametro, se extrajo mesocarpio de fruto (cerca de 3 g), y se introdujo dentro de una
jeringa desechable de 5 mL (sin aguja) y forzado a través del tubo con el émbolo para
alcanzar una homogenizacion suave. El homogenizado fue colectado en un tubo de
centrifuga, pesado (3 g) y centrifugado a 12.000 g por 20 minutos en una centrifuga
Digital Selecta, modelo Meditronic BL. El jugo sobrenadante fue separado por
escurrimiento, pesado y expresado como un porcentaje del peso total de la muestra

inicial (Luchsinger, 1996a).
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2.6.3. Determinacion de la Harinosidad

Para determinar la harinosidad de los duraznos almacenados, primero, los
frutos de cosecha fueron madurados en camaras de 20°C. Diariamente se evaluaron
los frutos en su firmeza y contenido jugo hasta que alcanzaron una firmeza en sus
ecuadores de 8,9-17,8 N. A partir de las mediciones de firmeza de una zona ecuatorial
y su respectivo contenido de jugo extraible, se confeccionaron curvas que relacionan
estos parametros para cada variedad. La ecuacion de regresidn es considerada como
base para la interpretacion objetiva de [a harinosidad, siendo posible determinar si el
contenido de jugo del fruto evaluado tiene alguna dependencia directa con la firmeza,
aceptando un valor de R? igual o superior a 0.6 para dicha relacién. Por lo tanto, para
determinar el grado de harinosidad en frutos almacenados, se compararon sus valores
de firmeza y contenido de jugo con los de la curva ¢ ecuacion de regresion de
Firmeza— CJ determinados primeramente en los frutos de cosecha para cada variedad,
(frutos que se consideran como sanos), determinando asi el porcentaje del fruto sano,
6 por diferencia de este porcentaje, el porcentaje o grado de harinosidad que el fruto
almacenado puede sufrir. En el caso que no exista una relacion de Firmeza- CJ para la
variedad evaluada, se considerd el valor promedio de las mediciones de contenido de
jugo de los frutos no almacenados (sin el efecto del dafto por frio), de este modo, el
porcentaje de jugo obtenido representa a un fruto 100% sano, determinando el grado
de harinosidad de los frutos almacenados como anteriormente se describid

(Luchsinger, 1986a).
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2.7. Técnicas generales de Biologia Molecular
2.7.1. Preparacion de células competentes de Echerichia Coli (E. Coli)

Se utilizé el método descrito por Inoue (lnoue y col., 1991). Se inoculd 250 mL
de medio SOB (bacto triptona 2% pfv, extracto de levadura 0,5% p/fv, NaCl 10 mM, KCI
2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM) con un precultivo de E. Coli DH5a crecido
durante 16 horas a 37°C, y se crecid a 23°C con agitacién vigorosa hasta una O.D. a
600 nm de 0,6 unidades de absorbancia. El cultivo se enfrio en hielo por 10 minutos y
se centrifugd a 2.500g por 10 minutos a 4°C. El pellet se resuspendioé en 80 mL de
tampon TB frio (Buffer Transformacién: Pipes 10 mM, MnCl; 55 mM, CaCl, 15 mM, KCI
250 mM), se incubd en hielo por 10 minutos y se centrifugé a 2500g por 10 minutos a
4°C. Finalmente el pellet se resuspendié en 20 mL de tampon TB frio, y se agregd
DMSO a una concentracion final de 7% v/v e incubd en hielo por 10 minutos. Las
células se congelaron en nitrégeno liquido en alicuotas de 200 uL y se almacenaron a

—80°C hasta su posterior utilizacién.

2.7.2. Transformacién de células competentes de Echerichia Coli (E. Coli)

Se utilizé el método por shock térmico (Inoue y col, 1991) en el cual a 50 pL de
células competentes, se le agregaron de 1 a 5 puL de DNA. La mezcla se incubé 30
minutos en hielo, luego 5 minutos a 37°C y finalmente 5 minutos en hielo. A
continuacion se agregd 1 mL de medio LB sin antibiético y se incubd por 1 hora a 37°C.

Posteriormente se sembraron sobre una placa de LB/ agar y se incubd a 37°C toda la

noche.
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2.7.3. Minipreparacién de DNA plasmidial

Se crecieron las cepas transformantes en LB/ Ampicilina (100 ug/ mL) a 37°C
con agitacion constante toda la noche, y luego se tomd 1,5 mL del culiivo y se
centrifugd a 12.000g por 30 seg. El pellet obtenido se resuspendid en 100 pL de la
solucion | (Glucosa 50 mM, Tris-HC1 25 mM pH 8 y EDTA 10 mM pH 8) y se agregaron
200 pL de Ia solucion Il (NaOH 0,2 M y SDS 1%) mezclando por inversion 5 veces,
trabajando siempre en hielo. Se agregaron 150 pL de solucion Il (Acetato de Potasio 5
M pH 4,7) agitando en un vortex por 10 seg. y manteniendo el tubo en hielo
aproximadamente 5 minutos. Se centrifugd a 12.000g por 5 minutos a 4°C. Se transfirid
el sobrenadante a ofro tubo agregando un volumen igual de Fenol: Cloroformo y se
agité en vortex. Se centrifugd por 2 minutos a 12.000g y posteriormente se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo. El DNA se precipitdé con 2 volimenes de etanol,
incubandolo por 30 minutos a -20°C. Se centrifugd a 12.000g por 5 min. (4°C) y luego
se dejé secando el pellet a temperatura ambiente. Se lavo el pellet con 1mL de etanol

70% (4°C) y se dejd secando. La resuspension del pellet se hizo en 40 pl de agua

estéril con RNasa (20 pg /mL) incubandolo a 37°C por 10 minutos (Xiang y col., 1994).

2.7.4. Electroforesis de DNA
Para separar fragmentos de DNA de tamarios entre 150 a 900 pb, se realizaron
electroforesis horizontales de agarosa al 1% pfv, en tampén TAE (Tris 40 mM,

CH;COONa 20 mM, EDTA 2 mM pH 8). Como marcador de peso molecular se ufilizé el

estandar de 1 Kb de Fermentas®
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2.7.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para todas las reacciones de PCR se utilizo DNA polimerasa Taq Fermentas®
{Vilnius, Lituania), en su correspondiente fampon, mezcla de nucledtidos 0,2 mM,
Cloruro de Magnesio 1,5 mM, y 12 pmoles de partidores. La cantidad de templado
utilizada fue de aproximadamente 10 ng. La temperatura de apareamiento y el tiempo
de extensidn utilizada para las amplificaciones desde DNA plasmidial fue de 50°C para

el gen de Expansina, 58°C para el gen de Poligalacturonasa y de 50°C para el gen de

PME, por 1,5 minutos para cada uno.

2.7.6. Secuenciacion
Los cDNA parciales obtenidos para los genes de Poligalacturonasa y Expansina

clonados, se secuenciaron en el Cenfro de Sintesis y Andlisis de Biomoléculas de la

Universidad de Chile.

2.8. Anadlisis de la expresion de los genes PG, PME y Exp.
2.8.1. Extraccion de RNA total.

Método descrito originalmente por Chang y col. {1993). Diez mililiiros de
solucion de extraccion (CTAB 2%, PVPP K30 2%, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 25
mM, NaCl 2 M, espermidina 0,5 g/L y Beta-mercaptoetanol 2%) se calentaron a 65°C
en bafio de agua y se agregaron rapidamente 4 gr de mesocarpio de durazno molido
previamente en Nitrdgeno liquido mezclando con la solucion de extraccion. Se incubd
por 15 minutos a 65°C mezclando de vez en cuando suavemente. Luego se extrajo 2
veces con igual volumen de Cloroformo:lAA (24:1), separando las fases mediante
centrifugacion a 12.000g por 15 minutos a temperatura ambiente. La fase superior se

transfirid a un tubo limpio y se agregoé 1/4 volumen de LiCl 10 M, dejando precipitar los
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acidos nucléicos toda la noche a 4°C, sedimentando posteriormente por centrifugacion
a 12.000g por 30 minutos. El precipitado se disolvié en 500 pL de SSTE (NaCl 1 M,
SDS 0,5%, Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA 1 mM pH 8,0), para luego extraer una vez
con igual volumen de Cloroformo:lAA (24:1). Se agregd 2 volimenes de etanol
absoluto al sobrenadante y se dej6 precipitando a -70°C por 30 minutos. Se volvio a
centrifugar para obtener el precipitado de RNA. Se lavé el pellet con etano! 75% y se
dejo6 secar, Por (ltimo se resuspendié el RNA en Agua-DEPC ultra pura (Chang y col.,

1993; Gehrig y col., 2000).

2.8.2, Calidad de RNA

La calidad del RNA se verifico de dos maneras:

2.8.2.1. indice de calidad razén Azeo/Azg nm.

Para tener una aproximacién que la extraccion de RNA quedd libre de
contaminantes como los polisacaridos propios de la muestra, se midieron las
absorbancias a 260 nm, correspondiente a la longitud de onda donde absorben los
acidos nucléicos y a 280 nm, longitud de onda donde absorben los polisacaridos. La
razon entre estas dos longitudes (Azso/A2s0) con un valor entre 1,7 y 2 indica una buena

calidad del RNA total (dato no mostrado).

2.8.2.2 Gel agarosa denaturante.

Una alicuota de las muestras se cargaron en un gel de Agarosa al 1,5% en
condiciones denaturantes (Formaldehido 3% v/v, 10% v/v tampdén MOPS 10X (MOPS
acido 0,2 M, Acetato de Sodio 0,05 M, Na,EDTA 0,01 M)). Antes de cargar las

muestras en el gel, se denaturaron con 3 volimenes de tampén de denaturacion

18




(Formaldehido 30% viv, Formamida 60% viv y 10% v/v tampon MOPS 10X), se
incubaron a 70°C por 10 minutos y luego 2 minutos en hielo. Se les agregd 5 pl de una
solucién de electroforesis 1:1 (Azul de Bromofenol 1% pfv, EDTA 1 mM, Glicerol 50 %
viv: Bromuro de Etidio 0,1 mg/ mL), para luego llevar a cabo la electroforesis durante
20 minutos a 100 voltios. La buena calidad del RNA total se visualizé cuando la banda
superior de RNA ribosomal (RNAr) se ve aproximadamente el doble en intensidad que

la banda de RNAr inferior.

2.8.3. Obtencidn de sondas radioactivas

Las sondas para marcaje radioactivo se sintetizaron mediante la técnica de
PCR. Con los partidores de T7 y SP6 descritos en la seccién 2.3, se amplificaron las
secuencias de cada uno de los fragmentos de cDNA clonados en el plasmido pGEME-T
Easy Vector System (Promega). Los productos de PCR fueron purificados con el

sistema de purificacion de productos de PCR “CONCERT” Matrix Gel Extraction

System® de Gibco.

Para obtener las sondas cDNA marcadas con P se utilizo el sistema
“Hexalabel DNA Labeling” de Fermentas®. La mezcla de reaccién consistio en 100 ng
de producto de PCR purificado, solucion de reaccion que incluye los hexanucledtidos
(Tris-HCI 0,25 M, MgCl, 25 mM, DTT 5 mM y “random-primer” 7,5 o.u./ mL), mezcla de
dNTP (dGTP, dATP, dTTP 0,33 mM), 50 pCi de [«-**P]-dCTP (Perkin Elmer) y 5
unidades de enzima Klenow {exc-). Se incub6 a 37° por 30 minutos y después se

eliminaron los dNTP no incorporados mediante cromatografia liquida sobre una
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columna Sephadex G-50 (Amersham). La radioactividad fue cuantificada en un

contador beta BECKMAN LS 5000TD.

La marcacién con *P del RNAr 18S de Arabidopsis se hizo mediante la
reaccion de PCR utilizando el vector H8B10F7 y los partidores SK y K8 del plasmido
bluescript. En la reaccion de PCR se utilizd DNA polimerasa Taq Fermentas (Vilnius,
Lituania), en su correspondiente tampon, mezcla de nucledtidos 1,65 pM (dGTP, dATP
y dTTP), MgClI 2,5 mM, y partidores 250 nM. La cantidad de templado utilizada fue de
aproximadamente 100 pg (Meriz y Rashtchian). La temperatura de apareamiento y el
tiempo de extension utilizada para amplificaciones desde DNA plasmidial fue de 50°C
por 75 segundos y 72°C por 1,5 minutos, respectivamente, y después se eliminaron los
dNTP no incorporados mediante cromatografia liquida sobre una columna Sephadex
G-50 (Amersham). La radioactividad fue cuantificada en un contador beta BECKMAN

LS 5000TD.

2.8.4. Northern blot

Se realiz6 la transferencia de 20 pg de RNA total desde geles denaturantes
de agarosa (descrito previamente en seccion 2.8.2.2) a membranas de nylon Hybond-
N+ (Amersham pharmacia biotech) durante 16 horas, en solucién de 10X SSC (NaCl
1,5 M y Citrato de Sodio 0,15 M) (Sambrook y col., 1989). Luego el RNA iue fijado a la

membrana, exponiéndola a 1200 pjoule/ cm? durante 50 segundos.

El RNA unido a la membrana se incubd con una solucién que contiene SSC

5X, Fosfato de Sodio 50 mM pH 6,8, Denhart 5X, SDS 1%, espermio de salmon 10
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pg/mL y EDTA 1 mM pH 8, durante 3 horas a 65°C. Luego se incubé durante toda la
noche con la sonda correspondiente marcada radioactivamente con [0-*P]-dCTP, en
una solucion que contenia SSC 5X, Fosfato de Sodio 50 mM pH 6,8, Denhart 5X, SDS
0,1%, espermio de salmén 10 pg/mL y EDTA 1 mM pH 8. Para lavar las membranas,
éstas se incubaron primero con SSC 5X/ SDS 0,1% a 65°C, durante 30 minutos.
Posteriormente se incubaron 2 veces por 15 minutos con SSC 2X/ SDS 0,1% a65°C y

finalmente por 15 minutos con SSC 0,1X/ SDS 0,1% a 65°C.

La exposicién de la membrana se realizé en una pantalla “Phospho Screen”
(Bio-Rad, California, USA) y anatizado en un equipo Molecular Imager FX (Bio-Rad,

California, USA).

Con el fin de estandarizar los cambios en expresion, se establecid la razon del
transcrito del gen en estudio (PpPG, PpPME 6 PpExp) con el transcrito del gen
ribosomal 188 (r18S) de durazno, un gen cuya abundancia relativa no cambia. El
ensayo con el r18S de durazno, se realizé posterior al ensayo de northern blot con los
genes en estudio y sobre la misma membrana (previo lavado de la membrana para
eliminar la marca radioactiva anterior). Ademas este ensayo nos sirvib como una
manera de saber la cantidad de RNA cargado de cada muestra sobre la membrana
(control de carga). Una vez establecidas las razones de expresion de cada gen con su
respectivo r18S, se asigno valor de 1 a aquella razén que fuera la mas atta, y asi al

resto de las razones se le asignd un valor entre 0 y 1 respecto a la que presentd mayor

valor de las razones de expresion.




2.9. Preparacion proteinas para PG
2.9.1. Extraccién de proteinas para ensayos actividad de PG

El método se basa en lo descrito por Zhou y col. (2000b). Dos gramos de
mesocarpio de durazno congelado de las variedades Fancy Lady y O’Henry, se
molieron en 4 mL de PEG 3350 12% y bisulfito de sodio 0,2%, durante 2 minutos. Se
centrifugaron a 10.500g durante 10 minutos y el pellet obtenido se lavo con 0,2%
bisulfito de sodio. Luego se incubd con Acetato de Sadio 5¢ mM pH 5y NaCl 0,5 M frio
con agitacién constante a 4°C, durante 90 minutos y posteriormente se centrifugd a
10.500g por 10 minutos. El sobrenadante obtenido se ocupé como el exiracto crudo

(Pressey y Avants, 1973; Zhou y col., 2000b).

2.9.2. Ensayo de actividad para PG
A 4 mL de Acido Poligalacturénico 2% preparado en AcNa 50 mM pH 4,4
(sustrato), se le agregd 2 ml del extracto enzimatico crudo. La mezcla fue incubada

durante 4 horas en un bafio a 30°C.

Se midié la viscosidad de las mezclas en un viscosimetro tipo Ostwald, tanto al
inicio (vi) como al final (vf) del periodo de incubacion. Los ensayos se hicieron con tres

muestras bioldgicas (fruto) y en duplicado para cada condicion de almacenamiento.

Una Unidad de Actividad se define como:

U actividad especifica = {viscosidad inicial-viscosidad final)
Viscosidad del agua / mg proteina / hora

Se hicieron ensayos previos para determinar el tiempo de incubacion a 30°C,

sobre el sustrato acido poligalaciurénico no estirificado 2%, ocupando un extracto
P
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enziméatico comercial de pectinasas de Sigma a distintas concentraciones (dato no

mostrado).

2.10. Ensayo de actividad PME
2.10.1. Extraccién de proteinas para ensayos actividad de PME

Un gramo de mesocarpio de Prunus persica de las variedades Fancy Lady y
O'Henry congelados previamente en nitrégeno liquido fue homogenizado en frio con
NaCl 1 M y PVPP 1%, pH 7,5, sobre un mortero previamente enfriado. El
homogenizado fue cenfrifugado a 14.000g por 30 minutos. El sobrenadante fue
separado y ajustado a pH 7,5 con NaOH, para luego ensayar la actividad de PME

(modificado de A. Hagerman y P. Austin, 1986).

2.10.2. Ensayo de actividad para PME
E] método se basa en lo descrito por A. Hagerman y P. Austin en 1986. Para
iniciar con un pH constante la reaccién, todas las soluciones (pectina, agua, indicador)

fueron ajustadas a pH 7,5 con NaOH 2 M justo antes de cada ensayo.

Solucion de pectina de citrico 0,5% (p/v) (Sigma), fue preparada en agua
destilada, calentando la mezcla mientras se agitaba constantemente. La solucion de
azul de bromotimal 0,01% (p/v) fue preparada en tampén de Fosfato de potasio 0,003

M pH 7.5.

El ensayo fue medido a 620 nm en espectro Lambda EZ201 Perkin Elmer™. En
una cubeta, 1 mL de la mezcla pectina/ azul de bromotimol (0,075 mL de azul de

bromotimo! por cada mL de pectina) y 0,4 mL del extracto enzimético, fue mezclado y
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medida la absorbancia a 620 nm (Agp) durante 3 minutos, ocupando agua como
blanco. La absorbancia inicial a 620 nm, permanecio constante mientras no se agregé
el exiracto enzimatico. Se realizaron curvas de calibracion con acido galacturdnico
(Sigma), ademas, se realizaron los blancos del ensayo reemplazando con agua el
extracto enzimatico y el sustrato, observando que no existian cambios en el indicador
de pH (azul de bromotimol). Todos los ensayos se hicieron en tres muestras bioldgicas

(fruto) y en duplicado.

Una unidad de actividad de define como:

U actividad especifica= pmoles de acido galacturdnico
(mg proteinas totales) (3 min.)

2.11. Analisis de Western blot para el gen de Expansina de Prunus persica
2.11.1. Extraccién de proteinas para analisis de Western blot

A un gramo de mesocarpio de durazno molido en nitrégeno liquido se agregoé 4
mL del solucién de extraccion (Sacarosa 0,7 M, Tris-HCI 0,05 M pH 7.8, EDTA 0,005
M, KCI 0,1 M, HCI 0,03 M, DTT 0,002 M y PMSF 0,002 M en isopropanol) y 4 mL de
Fenol (en Tris pH 8). Se agito utilizando vortex por § minutos y se centrifugé a 8000g
por 14 minutos. Se retird la fase fendlica (superior) y se transfirié a un nuevo tubo.
Luego se agregaron 5 volimenes de acetato de amonio 0,1 M disuelto en metanol, se
mezclo bien y se dejé a -20°C por 16 horas, para posteriormente centrifugarlo a 8000g
por 14 minutos, desechando el sobrenadante. Al pellet formado se agregé una solucién
de acetato de amonio 0,1 M disuelto en metanol, se agito en vortex hasta disolver el

precipitado. Se volvié a precipitar a -20°C durante 15 minutos y se centrifugd a 8000g

por 6 minutos. Para disolver el precipitado se agregd una solucién de acetona al 80%
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fria agitando, para luego repetir las condiciones de precipitacion y centrifugacion
descritas anteriormente. El pellet se sect por 15 minutos a 37°C y por 30 minutos a
temperatura ambiente, para luego disolverlo con 150 pL de solucién de corrida (Urea 8
M, CHAPS 4% y Anfolitos 0,2%). Se dejé a 30°C por 30 minutos y centrifugo a 7000g
por 10 minutos a temperatura ambiente colectando el sobrenadante. El extracto de

proteinas se guardé a -70°C (protocolo modificado de Holford y col., 2002).

2.11.2. Separacién de proteinas en electroforesis de geles denaturantes SDS-
PAGE

Una alicuota de las muestras de proteinas se cargaron en un gel de
Poliacrilamida (PAGE) al 15% en condiciones denaturantes (SDS-PAGE: Gel
separador; 15% de Poliacrilamida, 25% Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,001%, PSA
0,001% y TEMED 0,0001%, Gel concentrador; 3% de Poliacrilamida, 25% Tris-HCI 0,5
M pH 6,8, SDS 0,001%, PSA 0,001% y TEMED 0,0001%). La electroforesis fue llevada
a cabo en tampén de cotrida (Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1%) durante 90

minutos a 90 Voltios.

2.11.3. Transferencia de proteinas desde gel poliacrilamida a membrana de
nitrocelulosa.

Se realizé la transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida 15% a
una membrana de Nitrocelulosa de 0,2 micrones (Sigma-Aldrich) a 300 mA por 1 hora
en condiciones de frio, en tampon de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS

0,01% y Metanol 20%){Bollag y Edelstein, 1991).
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2.11.4. Western blot Expansina

Treinta micragramos de proteinas totales de durazno se sometieron a SDS-
PAGE (descrito en punto 2.11.2). Las proteinas desde el gel fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (SIGMA-ALDRICH). Luego de la transferencia, la
membrana se bloqued en una solucion que contiene 5% de leche descremada (Svelty,
Nestle®) en PBS-Tween 0,1% durante 16 horas a 4°C, luego se incubd con el
anticuerpo anti Expansina 1 de tomate (LeExp1), en una dilucién de 1:2000 en PBS-
Tween 0,05% y de leche descremada 0.4%, durante 3 horas a temperatura ambiente.
Como anticuerpo secundario se utilizé anti Ig-G de conejo acoplado a peroxidasa
Horseradish (HRP) (SIGMA). Después de cada incubacién se hicieron lavados
consecutivos con PBS-Tween 0,1% en constante agitacion. La identificacion de la
peroxidasa se realizé mediante ensayo con Luminol 250 mM {3-aminophtalhydrazida,
Fluka) y Acido cumérico 90 mM (Sigma) (ambas preparadas en DMSO) en tampon Tris
100 mM pH 8,5. A esta solucion se agregaron 3 pl de peroxido de hidrégeno, justo

antes de incubar la membrana, durante 30 segundos.

La exposicion de las membranas en placas auto-radiograficas Full Blue

(Fermelo), se realizd durante 5 minutos y luego fueron reveladas en un equipo de

revelado AGFA Curix60 (AGFA-Gevaert, Alemania).

26



RESULTADOS

3.1. Susceptibilidad varietal al dafio por frio.

Un namero de muestra de 10 frutos para cada condicién de almacenamiento,
fue evaluada en su firmeza ecuatorial, su contenido de jugo y harinosidad. La
evaluacion para las variedades se realizd a la cosecha (Cos), y luego de un periodo de
almacenamiento de 15 y 30 dias en una camara de frio a 0°C (F15 y F30
respectivamente). Posteriormente, se evaluaron los mismos pardmetros a los frutos
llevados a la cdmara de maduracién después de su almacenamiento en frio (CosM,
15M y 30M), usando como criterio de maduracion la resistencia de Ia pulpa a la

presion (8,9- 17,8 N).

La Tabla 1 muestra los datos obtenidos, como promedio, de la firmeza
ecuatorial y el principal desorden fisiolégico limitante (harinosidad, pardeamiento y

coloracién rojiza) que afecta a las variedades de duraznos y nectarines evaluados.
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Tabla 1: Principales desérdenes fisioldgicos y duracién maxima en almacenaje
refrigerado (0°C) en distintas variedades de duraznos y nectarinos.

Variedad Fecha Firmeza Principal desorden % Frutos
cosecha | ecuatorial a | fisioldgico (limitante} | harinosos
la cosecha {después de
(N) 30 dias
H P CR almacenado)
DURAZNOS
Fancy .
Lady 22 Dic. 48,9-53,4 X 10
O’Henry | 25 Enes. 48,9-53,4 X 100
Early
Elegant 8 Ene. 44 5-53,4 X X 100
Lady
Summer
Lady 28 Ene. | 44,5-534 X | X 0
Red Nos | 25Feb. | 44,5-53,4 X | X 50
Sweel | o5pep, | 445534 | X | X 100
September ) ! ’
NECTARINOS
JimRed | 11Feb. | 44,5-53,4 X | X X 100
c-17 16 Feb. | 44,5-53,4 X | X 100

I a evaluacién de la firmeza ecuatorial, % de frutos harinosos, desorden fisioldgico que
afecta a la variedad (H: Harinosidad, P: Pardeamiento y CR: Coloracion rojiza), fueron
determinados como se describe en Materiales y Métodos (Seccidn 2.6).
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Luego de evaluar cada variedad proveniente de las temporadas 2002/03 y
2003/04, se decidio realizar los estudios de expresién génica y actividad enzimatica de
Poligalacturonasa (PG), Pectina Metilesterasa (PME) y Expansina (Exp), en las
variedades Fancy Lady (DFL) y O'Henry (DOH), ya que ambas presentaron como
principal desorden fisiologico la harinosidad de su pulpa, ademas, son ejfemplos de la
susceptibilidad a bajas temperaturas que exhiben distintas variedades, ya que
presentan una diferencia en el porcentaje de frutos que se tornan harinosos después de
30 dias de almacenamienio a 0°C, siendo para Fancy Lady el 10% de los frutos

evaluados y para O’Henry del 100% de los frutos evaluados.

3.2. Cantidad de jugo extraible para las variedades Fancy Lady y O'Henry.

De los frutos obtenidos para cada condicidon de almacenamiento se les extrajo
su contenido de jugo como se describe en materiales y métodos (Seccion 2.6.2). En la
Figura 1 se muestra los porcentajes de jugo extraible para Fancy Lady y O'Henry, se
puede observar en ambos gréficos que a medida que aumenta el tiempo de
almacenaje el porcentaje de jugo extraible va disminuyendo, siendo menor en aquellos
frutos que presentan harinosidad (30MH). En la figura se indica sobre las barras de
30MS y 30MH de cada variedad, el porcentaje de frutos que representan la condicion
descrita, apreciandose que la var. Fancy Lady después de 30 dias de almacenamiento,
presenta un mayor porcentaje de frutos jugosos (60%), que la var. O'Henry (10%),
indicando que en estas condiciones O'Henry fue méas susceptible a la exposicion a 0°C

que Fancy Lady.
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A 75- var. Fancy Lady

504

% jugo extraible

Cos CosM 15M 30MS 30MH
Condicion de almacenamiento

B ;
75- var. O'Henry
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e 10%
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()]

-a 25_

X

Cos Cos M 15 M 30MS 30MH
Condicién de almacenamiento

Figura 1: Porcentaje de jugo extraible de las variedades DFL y DOH. En A: var.
Fancy Lady y en B: var. O'Henry. Se representa el promedio de la cantidad de jugo
extraible en cada condicion de almacenamiento (n = 10, para cada condicion evaluada;
Seccioén 2.6.2 Materiales y Métodos). Cos: Cosecha, CosM: Cosecha Maduro, 15M: 15

dias almacenaje Maduro, 30MS: 30 dias almacenaje Maduro "Sano", 30MH: 30 dias
almacenaje Maduro Harinoso.




3.3. Obtencion de cDNA parciales de los genes de PG, PME y EXP.

Durante el almacenamiento por periodos prolongados a baja temperatura, la
fruta sufre cambios fisicos y fisiologicos percibidos principalmente en el mesocarpio
(pulpa), en forma de texturas secas y harinosas, pardeamiento y otros sintomas
descritos como coloracion rojiza, descomposicion interna, entre otros. En la literatura
se ha planteado que algunos de estos cambios, particularmente los que tienen que ver
con textura y harinosidad, estarian relacionados con cambios en la pared celular (Von
Mollendorff y De Villiers, 1988; Obeland y Carrol 2000; Zhou y col., 2000a y b). De
esta forma, decidimos evaluar si los genes involucrados en la modificacion de la
arquitectura de polisacaridos de la pared celular, como PG, PME y Exp sufren cambios
en su expresion durante el almacenamiento de los frutos a bajas temperaturas. Para
ello se obtuvieron los cDNA parciales de estos genes utilizando partidores de DNA que
se generaron con la informacion disponible en las bases de datos de GeneBank (para
PG: Glover y col., 1996) y la Universidad de Clemson, USA. Los partidores se utilizaron
para amplificar mediante RT-PCR los fragmentos de cDNA parciales de los genes de

PpPG, PpPME y PpExp.

En la Figura 2 se observan los productos de la amplificacion obtenida mediante
RT-PCR para los tres genes. Para el gen de PpPG se obtuvo un fragmento de DNA de
aproximadamente 486 pb. Este gen fue clonado en el vector pGEM-T (Promega, USA)
y posteriormente secuenciado. Para el gen de PpPME(1) se obtuvo un cDNA parcial de
aproximadamente 575 pb, sin embargo, no fue posible clonar este cDNA, por [o que en
ensayos posteriores se utilizé un cDNA parcial {(486pb) obtenido en el Lab. de Genética

Molecular Vegetal por Andrea Morales, Ing. Biotec. Mol. a cargo de la Dra. Lee Meisel
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(PpPME(2)). Finalmente, la amplificacién del cDNA parcial para Expansina de P.
persica, generé un fragmento de aproximadamente 540 pb, este fragmento fue clonado

en el vector pGEM-T (Promega, USA) y luego secuenciado.

PpPME PpPME
1 (@ FPrExp

Est. PpPG.

Figura 2: Amplificacion ¢cDNA parcial. Cada uno de los cDNAs parciales fue
amplificado como se describe en la Seccién 2.7.5 de Materiales y Métcdos. Los
productos de la amplificacion del RT-PCR fueron separados utilizando un get de
agarosa al 1%. Carril 1.- Estandar Peso Molecular 1Kb Fermentas 2.- cDNA parcial
PpPG 3.- cDNA parcial PpPME(1) 4.- cDNA parcial PpPME(2) 5.- cDNA parcial

PpExp.

Andlisis de las secuencias para los genes de PpPG, PpExp y PME se muestran
en la Figura 3. La alineacion del fragmento secuenciado del gen de PpPG muestra
homologta con el gen de endo-Poligalacturonasa 1 de Prunus persica (N° acceso NCBI
AF085577) (Figura 3A), con un 99% de identidad. De [a misma manera, en la figura 3B,
el andlisis para el fragmento de Expansina secuenciado, muestra homologia con el
gen Expansina 1 de Prunus persica, con 100% de identidad (N° acceso NCBI
AB029083). Ademas, esta secuencia muestra un 99% de identidad con la secuencia

que codifitca para el gen de Expansina 2 de Prunus armeniaca
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(damasco), otro integrante de la familia de los carozos (dato no mostrado). En la figura
3C se muestra el alineamiento para el ¢cDNA parcial del gen PME obtenida por A.
Morales, el cual tiene homologia con el gen de la Pectina Metilesterasa de Prunus

persica (N° acceso NCBI X95991).
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Figura 3A: Alineamiento de cDNA parcial de PpPG. Alineamiento del cDNA parcial
de PpPG con secuencia de endo-PG de Prunus persica (N° acceso NCBI AF095577).
En letras azules, se muestra la secuencia idéntica, en letra roja, nucleétidos no
idénticos.
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Figura 3B: Alineamiento de cDNA parcial de PpExp. Alineamiento del cDNA parcial
de PpExp con secuencia de Expansina de Prunus persica (N° acceso NCBI
AB029083). En letras azules, se muestra la secuencia idéntica.
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Figura 3C: Alineamiento de cDNA parcial de PME. Alineamiento del cDNA parcial de
PME (secuencia de A. Morales) con secuencia de Pectina esterasa de Prunus persica
(N° acceso NCBI X95991). En letras azules, se muestra la secuencia idéntica.



3.4. Andlisis del patrén de expresion y de las actividades enzimaticas y proteina
para los genes Poligalacturonasa, Pectina Metilesterasa y Expansina de Prunus

persica, respectivamente.

El analisis de los cambios en la expresion génica de PG, PME y Exp, junto con
la determinacion de la actividad enzimética de PG y PME, mas la acumulacion de Exp,
se realizdé en las variedades de duraznos Fancy Lady (DFL) y O'Henry (DOH). Los
resultados analizados para cada gen, son representativos de un conjunto de 3

repeticiones realizadas.

3.4.1. Analisis de expresién génica del gen de Poligalacturonasa de Prunus
pérsica (PpPG) durante la postcosecha en las variedades de duraznos Fancy

Lady y O'Henry.

El andlisis por Northern blot, utilizando como sonda el cDNA parcial del gen de
PG de Prunus persica y en condiciones de alta estrictez en las hibridaciones, nos
permitieron identificar un tnico transcrito que posee un tamario aproximado de 1920 pb
(Fig. 4). Este transcrito fue dificilmente visible en el estadio “cosecha” en los duraznos
Fancy Lady, mientras que en los duraznos O'Henry se pudo apreciar con mayor
claridad. En frutos maduros de ambas variedades, se observé un significativo
incremento en el contenido del transcrito. Con el fin de estandarizar los cambios en
expresion, se establecio la razon del transcrito del gen de PG con el transcrito del gen
ribosomal 188 (r18S), un gen cuya abundancia relativa no cambia, pudiendo apreciar
que el cambio en la acumulacion del transcrito del gen PG al ocurrir la maduracion fue

mayor en Fancy Lady que en O’Henry (Fig. 4C y D).
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Al analizar los duraznos sometidos a 15 dias de almacenamiento a 0°C, se
observd que el transcrito de PG estuvo ausente tanto en el durazno Fancy Lady como
O’Henry. Después de 30 dias de almacenamiento a 0°C.(F30) el transcrito de PG no
fue visible en el duraznoe O’Henry, sin embargo, en el durazno Fancy Lady fue posible
observar la presencia del transcrito de PG. El anélisis de la presencia del franscrito de
PG en duraznos maduros almacenados en frio mostré que se produjo un incremento
en el contenido del transcrito de PG. En los duraznos Fancy Lady se detecté un alto
contenido de este transcrito en los frutos maduros después de 15 dias de
almacenamiento a 0°C. De hecho, fue el estadio de postcosecha que presentd el
mayor contenido de este transcrito en el durazno Fancy Lady. Al analizar el contenido
del transcrito de PG en los duraznos maduros después de 30 dias de almacenamiento
en frio (30M), observamos que el transcrito estaba presente en una cantidad similar a
la presente en frutos maduros directamente de la cosecha (CosM), sin embargo, el
contenido del transcritoc de PG fue inferior al observado en frutos maduros
almacenados por 15 dias en frio (15M). En duraznos O’Henry observamos que los
frutos maduros después de estar almacenados por 15 o 30 dias a 0°C (15M y 30M)
también presentaban un importante nivel de expresién del gen PG, sin embargo, en
este caso hubo un mayor incremento en los duraznos maduros después de 30 dias en
frio (30M), mientras que los duraznos maduros después de 15 dias en frioc (15M)

presentaban un nivel similar al de duraznos maduros después de la cosecha {CosM).

Al comparar duraznos maduros almacenados por 30 dias a 0°C distinguiendo

entre aquellos que presentaban harinosidad (30MH) de aquellos que no la presentaban




(30MS), observamos que no existian diferencias entre el contenido de los franscritos

presentes en duraznos Fancy Lady y O’'Henry.

“,
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Figura 4: Andlisis de expresion génica del gen PpPG de Prunus persica. A: var.
Fancy Lady B: var. O'Henry. Panel superior: Analisis de Northern blot para el gen
PpPG. Panel inferior: Anélisis de Northern blot para el gen r18S de Prunus persica,
como control de carga. C y D: Expresion relativa del gen de PpPG calculada a partir del
estadio que presenta mayor expresion (Seccion 2.8.4 Materiales y Métodos) para DFL
y DOH, respectivamente. 1.-Cosecha (Cos) 2.-Cosecha Maduro (CosM) 3.-15 dias
almacenaje en frio (F15) 4.-15 dias almacenaje Maduro (15M) 5.- 30 dias almacenaje
en frio (F30) 6.-30 dias almacenaje Maduro "Sano" (30MS) 7.-30 dias almacenaje

Maduro Harinoso (30MH).
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3.4.2. Analisis de actividad enzimatica del gen de PpPG durante la postcosecha

en variedades de duraznos Fancy Lady y O'Henry.

Los resultados obtenidos en la medicién de actividad de PG (Fig. 5), indican
que ambas variedades de duraznos experimentaron un incremento de 2-3 veces en la
actividad de esta enzima cuando los frutos pasaron del momento de la cosecha (Cos)
al estadio maduro (CosM). La actividad de esta enzima en frutos almacenados en frio
por 15 dias (F15) fue similar a la observada en los frutos a la cosecha (Cos). A los 30
dias de almacenamiento (F30) hubo un pequefo incremento en [a variedad Fancy
Lady, mientras que en O'Henry la actividad PG se mantuvo en niveles similares a los
observados en frutos almacenados por 15 dias en frio (F15). Los frutos maduros
obtenidos a partir de aquellos que estuvieron almacenados por 15 dias a 0°C (15M)
mostraron una alta actividad de PG, siendo superior a la de los frutos maduros
provenientes directamente de la cosecha (CosM). Esta fue la mayor actividad

detectada para los distintos estadios de postcosecha evaluados.

La evaluacién de la actividad de PG determinada en frutos maduros después de
ser almacenados por 30 dias a 0°C (30M), se realizd separadamente para aquella
fraccion de frutos que contenian jugo y los que se encontraban harinosos {ver figura 1).
En la variedad DFL la actividad PG fue mayor en los duraznos que presentaban jugo
(30MS)que en aquellos harinosos (30MH), mientras que en la var. DOH la actividad PG

de los frutos harinosos (30MH) no fue estadisticamente diferente a los frutos jugosos

de DOH (30MS).




Las figuras 6 y 7 muestran un resumen de las actividades enzimaticas y la

respectiva expresion relativa para Poligalacturonasa en cada una de las condiciones

estudiadas para las variedades Fancy Lady y O'Henry.
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Figura 5. Analisis de la actividad enzimética para el gen PpPG de Prunus persica.
A: var. Fancy Lady B: var. O'Henry. Actividad relativa donde una Unidad de actividad
= (viscosidad inicial- viscosidad final)/ (Viscosidad del agua / mg proteina / hora). Cos:
Cosecha, CosM: Cosecha Maduro, F15: 15 dias almacenaje, 15M: 15 dias almacenaje
Maduro, F30: 30 dias almacenaje, 30MS: 30 dias almacenaje Maduro "Sano" y 30MH:
30 dias almacenaje Maduro Harinoso.
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Figura 6: Resumen de la expresion y actividad enzimatica de PG para la var.
Fancy Lady. Las barras vacias con contorno azul representan la actividad especifica
de PG. En barras negras achuradas representan la expresion relativa del gen de

PpPG.
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Figura 7: Resumen de la expresion y actividad enzimatica de PG para la var.
O’Henry. Las barras vacias con contorno azul representan la actividad especifica de

PG. En barras negras achuradas representan la expresion relativa del gen de PpPG.
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3.4.3. Anélisis de expresién génica para el gen de Pectina metilesterasa de
Prunus pérsica (PpPME) durante la postcosecha, en variedades de duraznos

Fancy Lady y O'Henry.

El analisis de expresion del gen PpPME, se realizo utilizando como sonda el
cDNA parcial del gen de Prunus persica. Las condiciones de alta estrictez en la
hibridacion nos permitié observar un solo transcrito de un tamafio aproximado de 1,9
Kb (Fig. 8). Este transcrito aparecié en todas las condiciones de almacenamiento
estudiadas, tanto para los duraznos Fancy Lady como O'Henry. En ambas variedades
se observd el mayor nivel de acumulacion del transcrito de PpPME en el estadio
cosecha. La cantidad de transcrito observado disminuyé en el fruto maduro (CosM),
situacion que fue mas acentuada en la variedad Fancy Lady que en la variedad
O’Henry. Luego de un periodo de almacenamiento en frio de 15 dias, en DFL se
observé un aumento en el nivel del transcrito, el cual se mantuve cuando el fruto
madurd (15M). En cambio para DOH, después de 15 dias de almacenamiento a 0°C
(F15), la cantidad de franscrito de PME alcanzé su nivel mas bajo, sin desaparecer. En
el fruto maduro después de 15 dias almacenado a 0°C (15M) se observo un aumento
en el transcrito alcanzando niveles comparables a los duraznos gque maduraron
después de la cosecha (CosM). Frutos de ambas variedades almacenados por 30 dias
a 0°C (F30) mostraron niveles del transcrito de PME al menos § veces menores a los
observados en frutos provenientes del estadio cosecha. Sin embargo, cuando se
analizo el nivel del transcrito de PME en los frutos que maduraron después de 30 dias
a 0°C (30M), en la variedad DFL no se observd un aumento en el transcrito, tanto en la
fraccion de frutos jugosos (30MS) como en la de frutos harinosos (30MH), mientras que

en la variedad DOH, se observé un aumento del transcrito en los frutos maduros
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después de 30 dias de almacenamiento. Sin embargo, en ésta condicion de
postcasecha el contenido del transcrito de PME fue mayor en la porcién de frufos
harinosos que en los jugosos, y alcanzd niveles similares a los observados en los

frutos maduros provenientes de la cosecha (CosM).
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Figura 8: Analisis de expresién génica para el gen PpPME de Prunus persica. A:
var. Fancy Lady B: var. O'Henry. Panel superior: Analisis de Northern blot para el gen
PpPME. Panel inferior: Analisis de Northern blot para el gen r18S de Prunus persica,
como control de carga. Paneles: 1.-Cosecha (Cos); 2.-Cosecha Maduro (CosM); 3.-15
dias almacenaje en frio (F15); 4.-15 dias almacenaje Maduro (15M); 5.-30 dias
almacenaje en frio (F30); 6.-30 dias almacenaje Maduro Sano (30MS); 7.-30 dias
almacenaje Maduro Harinoso (30MH). C y D: Expresion relativa del gen PpPME
calculada a partir del estadio que presenta mayor expresion (Seccién 2.8.4 Materiales
y Métodos) para DFL y DOH, respectivamente.
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3.4.4. Anilisis de la actividad enzimatica de PME durante la postcosecha, en

variedades de duraznos Fancy Lady y O'Henry.

La medicién de la actividad de PME (Fig. 9), nos mostré que la actividad mas
alta se detectd en los primeros estadios de la fruta, es decir, cuando la fruta fue
cosechada y luego se le permiti® madurar. En estos dos estadios no se observé una
diferencia estadisticamente significativa en la actividad de PME en los duraznos Fancy
Lady y O'Henry. Luego de 15 dias de almacenamiento a 0°C (F15), los frutos de la
variedad DFL disminuyeron su actividad enzimética alrededor de 5 veces, mientras que
en la variedad DOH esta disminucion solo fue de alrededor de un 30%. Los frutos
maduros obtenidos a partir del estadio de postcosecha de 15 dias de almacenamiento
(15M) incrementaron su actividad enzimatica a niveles comparables con los niveles
observados en fruios maduros provenientes directamente de la cosecha (CosM). En
los duraznos Fancy Lady esta enzima mostré una disminucién en la actividad luego de
un periode de almacenamiento de 30 dias en frio; sin embargo, la actividad fue mayor
que aquella detectada en la fruta que se almacendé por 15 dias. Este nivel de actividad
se mantuvo en los frutos maduros que pasaron 30 dias almacenados a 0°C (30M),
tanto en la porcién de frutos maduros jugosos (30MS) como en los harinosos (30MH);
sin embargo, en la fraccion de frutos jugosos se observé una tendencia a encontrar
una mayor actividad de PME. En la variedad DOH la actividad de PME disminuy6 en
los frutos almacenados por 30 dias a 0°C, y al igual que en DFL, los frutos maduros
provenientes de ésta condicion de almacenamiento no presentaron un aumento en la
actividad, no existiendo una diferencia estadisticamente significativa en la actividad de

PME al comparar los frutos jugosos y harinosos.
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En un escenario general, se cbservd que la actividad de PME siempre estuvo
presente y fue disminuyendo a medida que aumento el tiempo de almacenamiento de

los duraznos a bajas temperaturas.

Las figuras 10 y 11 muestran un resumen de las actividades enzimaticas y la

respectiva expresion relativa para la Pectina metilesterasa en cada una de las

condiciones estudiadas para las variedades Fancy Lady y O'Henry.
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Figura 9: Anélisis de la actividad enzimatica para el gen PpPME de Prunus
persica. A: var. Fancy Lady B: var. O'Henry. Una Unidad de Actividad se define
como la cantidad de umoles &cido galacturénico/ (mg totales de proteina por 3 min.)
Cos: Cosecha; CosM: Cosecha Maduro; F15: 15 dias almacenaje en frio; 15M: 15 dias
almacenaje Maduro; F30: 30 dias almacenaje en frio; 30MS: 30 dias almacenaje
Maduro "Sano"; 30MH: 30 dias almacenaje Maduro Harinoso.
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Figura 10: Resumen de la expresion y actividad enzimatica de PME para la var.
Fancy Lady. Las barras vacias con contorno azul representan la actividad especifica
de PME. En barras negras achuradas representan la expresion relativa del gen de

PpPME.
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Figura 11: Resumen de la expresion y actividad enzimatica de PME para la var.
O’Henry. Las barras vacias con contorno azul representan la actividad especifica de
PME. En barras negras achuradas representan la expresion relativa del gen de

PpPME.
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3.4.5. Analisis de expresion del gen de Expansina (Exp) de Prunus persica

durante la postcosecha, en variedades de duraznos Fancy Lady y O'Henry.

El analisis de expresion del gen de Expansina de Prunus persica se realizd
ocupando como sonda el cDNA parcial obtenido en el desarrollo de esta tesis, el cual
en las condiciones de hibridacién de alta estrictez nos permitid visualizar un solo
transcrito con un tamafio aproximado de 1350 pb (Fig. 12). E! analisis de Northern blot
para las dos variedades estudiadas, nos mostr la aparicion de un transcrito en el
estadio de cosecha (Cos), condicién en la cual la fruta se encuentra fisiolégicamente
madura pero firme. Posteriormente, en los frutos maduros (CosM), es decir, los que
han alcanzado una madurez suficiente para ser consumidos (ver Seccion 2.1 de
Materiales y Métodos), se observé una mayor acumulacién del transcrito, comparado
con Cos, para la variedad Fancy Lady, mientras que en la misma condicién, los
duraznos de la variedad O'Henry mostraron un nivel de transcrito muy similar a la
condicidén de cosecha. Luego de 15 dias de almacenamiento a 0°C (F13), la cantidad
de franscrito en DFL y DOH disminuyé a niveles imperceptibles, resultado que se
repitié cuando el fruto se mantuvo por 30 dias almacenado a 0°C (F30). Los frutos
maduros después de 15 dias de almacenamiento (15M) mostraron un aumento en el
nivel del transcrito de Expansina, pero sin alcanzar los niveles observados durante el
estadio cosecha. En los duraznos DFL observamos que los frutos maduros después de
30 dias de almacenaje (30M) muestran diferencia en el contenido del franscrito al
comparar los frutos que tienen jugo de aquellos harinosos, presentando estos ultimos
un menor nivel que los jugosos. Por otro lado, en la variedad DOH la diferencia entre

los frutos maduros jugosos y los harinosos es acentuada, y es en los frutos maduros

que tienen jugo donde Expansina muestra el mayor nivel de expresion.
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Figura 12: Analisis de expresiéon génica para el gen PpExp de Prunus persica. A:
var. Fancy Lady B: var. O'Henry. Panel superior: Analisis de Northern blot para el gen
PpExp. Panel inferior: Andlisis de Northern blot para el gen r18S de Prunus persica,
como control de carga. C y D: Expresion relativa del gen de PpExp calculada a partir del
estadio que presenta mayor expresion (Seccion 2.8.4 Materiales y Métodos) para DFL y
DOH, respectivamente. 1.-Cosecha (Cos)
almacenaje en rio (F15) 4.- 15 dias almacenaje Maduro (15M) 5.- 30 dias almacenaje
en frio (F30) 6.-30 dias almacenaje Maduro Sano (30MS) 7.-30 dias almacenaje Maduro

Harinoso (30MH).

2.-Cosecha Maduro (CosM) 3.-15 dias
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3.4.6. Andlisis del contenido de [a proteina Expansina de Prunus persica durante

la postcosecha, en variedades de duraznos Fancy Lady y O'Henry.

El uso de un anticuerpo contra la proteina Expansina de tomate (Lycopersicum
esculefum), nos permitid el analisis del patron de acumulacién de la proteina
Expansina en Prunus persica (Fig. 13). La inmunodeteccion por parte del anticuerpo de
Expansina 1 de tomate, revela la presencia de una banda de aproximadamente 27KDa,
tamarfio descrito para diversas Expansinas de dicotileddnea, ésta seiial la observamos
en la condicion de cosecha para ambas variedades, la cual aparece nuevamente
cuando el fruto madurd. Luego de un perfodo de almacenamiento de 15 y 30 dias en
frio no se observé la presencia de la proteina, tanto en DFL como en DOH, situacion
muy similar a lo que se aprecia en los anélisis de northern blot para Expansina (Fig.
12). En aquellos frutos maduros que provienen de 15 dias de almacenamiento a 0°C
(15M), se observé la presencia de una sefial detectada por el anticuerpo lo que sugiere
que en la maduracidén se produjo una acumulacién de la proteina Expansina. Los
andlisis realizados sobre los frutos maduros de |a variedad DFL después de 30 dias de
almacenamiento a 0°C (30M), mostraron una proteina reconocida por el anticuerpo en
aquellos frutos con jugo (30MS), mientras que en los frutos maduros harinosos (30MH)
no detectd una sefial. Cuando se analizaron los frutos de la variedad DOH en la
condicion de frutos maduros después de 30 dias a 0°C, se observd un patron muy
similar a DFL, donde los frutos con jugo presentaron una sefial reconocida por el
anticuerpo que corresponde al tamarfio esperado de Expansina, mientras que en los
frutos harinosos, hubo una disminucion de esta sefial sugiriendo que en duraznos

harinosos existe un menor contenido de Expansina.
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Las figuras 14 y 15 muestran un resumen de la acumulacién de proteina y la
respectiva expresién relaliva para Expansina en cada una de las condiciones

estudiadas para las variedades Fancy Lady y O’'Henry.

Durazno var. Fancy Lady

Cos CosM F15 15M

vl gt W

Figura 13: Inmunodeteccién de PpExp en variedades Fancy Lady y O'Henry,
utilizando anticuerpo LeExp1 de temate. A: var. Fancy Lady B: var. O'Henry. Cos:
Cosecha, CosM: Cosecha Maduro, F15: 15 dias almacenaje en frio, 15M: 15 dias
almacenaje Maduro, F30: 30 dias almacenaje en frio, 30MS: 30 dias almacenaje
Maduro “Sano” y 30MH: 30 dias almacenaje Maduro Harinoso Cada carril del gel se
cargd con 30 pg de proteinas totales.
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Figura 14: Resumen de la expresion y acumulacién de proteina de Exp para la
var. Fancy Lady. En la parte superior se muestra la acumulacién de proteina de
PpExp y en el gréfico la expresion relativa de PpExp.
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Figura 15: Resumen de la expresion y acumulacién de proteina de Exp para la
var. O’'Henry. En la parte superior se muestra la acumulacién de proteina de PpExp
y en el gréfico la expresion relativa de PpExp.
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3.47. Andlisis de las razones de Ilas actividades enzimaticas de

Poligalacturonasa y Pectina Metilesterasa de Prunus persica.

En la literatura se ha planteado que las enzimas Poligalacturonasa y Pectina
Metilesterasa act(an de forma coordinada en la degradacién de pectina, por lo tanto, el
andlisis conjunto de la actividad de ambas enzimas puede arrojar luces sobre las
posibles alteraciones en [a degradacién de este polimero, de manera que ayuden a
explicar el desorden fisioldgico que tiene como consecuencia la harinosidad de los

frutos.

En la tabla 2 se muestra el andlisis de las razones de las actividades
enziméticas de Poligalacturonasa y de Pectina Metilesterasa, para ambas variedades
de duraznos. Los resultados de este analisis nos muestra que los frutos firmes, es
decir, los frutos que provienen de la cosecha (Cos) y los frutos que salen de periodos
de almacenamiento de 15 y 30 dias (F15 y F30), tienen razones de las actividades de
PG/PME menores que la razén de PG/PME de los frutos maduros, es decir, de CosM,
15M, 30MS y 30MH. Este andlisis concuerda con lo descrito en literatura (Lurie y col,,
1994 y 2003), donde se describe, que en los fenémenos de ablandamiento de la fruta
durante la maduracion, la razon de PG/PME aumenta. Esta razén también aumenta al
almacenar los duraznos en frio, siendo el aumento a 30 dias mayor que a 15 de
almacenamiento. Sin embargo, los frutos que maduraron a partir de fruta almacenada
en frio también incrementaron la razén PG/PME. Finalmente, el analisis de la razén de
la actividad de ambas enzimas en frutos maduros después de haber sido almacenados

por 30 dias (30M), nos muestra que la razon de PG/PME de los frutos que presentaron
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jugo (30MS) es mayor que la razén de PG/PME de los frutos harinosos (30MH). Este

resultado se observd en las dos variedades de duraznos analizadas.

Tabla 2: Analisis de las razones de actividad enzimatica para Poligalacturonasa y
Pectina Metilesterasa (PG/PME) de ambas variedades de P. persica, en las
distintas condiciones de almacenamiento. En el esquema posterior a la tabla se
muestra la tendencia de los frutos a tornarse harinosos.

Condicion de almacenamiento
Cos CosM F15 15M F30 30M 30M
"Sano” | Harinoso
Razoén de
PG/PME (v) 2.6 5.0 7 22 10.7 18 14.1
en var. DFL
(x10%)
Razoén de
PG/PME (w) 5.5 17.3 10 31.6 12.6 28.4 24.6
en var. DOH
(x10?%)

Harinosidad

v Razones calculadas a partir de los valores de actividades enzimaticas mostradas

anteriormente en las secciones 3.4.2 para Poligalacturonasa y 3.4.4 para Pectina Metilesterasa,
en ambas variedades de duraznos.
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DISCUSION

El problema de harinosidad de los duraznos se ha abordado desde hace unas
décadas modificando los procesos de posicosecha, principalmenie en temas
relacionados con las condiciones de almacenamiento a bajas temperaturas del fruto,
atmésfera controlada, é uiilizando tratamienios de aumento de temperatura entre
periodos de almacenaje (Intermittent warming) (Artés y col., 1996; Zhou y col., 2001).
Por otro lado, se ha observado que [as distintas variedades de duraznocs muestran
distintos niveles de susceptibilidad a tornarse harinosos a bajas temperaturas durante
la postcosecha (Von Mollendorff y col., 1992; Luchsinger 1996a y 1997). Este titimo
punto nos llevd a evaluar el grado de harinosidad en distintas variedades de duraznos
determinando finalmente que las variedades de Fancy Lady y O'Henry presentaron
distinta susceptibilidad al dafio por frio, concluyendo que DFL tiene un mayor potencial
de almacenamiento a 0°C que DOH, es decir, la variedad Fancy Lady puede ser
almacenada por més tiempo que la variedad O’Henry. Diversos estudios han sugerido
que la harinosidad se produce por alteraciones en el desensamblaje de la pared
celular, por lo tanto la susceptibilidad diferencial de las variedades de DFL y DOH nos
llevé a plantear que existe una diferencia a nivel de las proteinas que participan en este
proceso, especificamente en procesos de ablandamiento en condiciones de

postcosecha.

En la dltima década, han sido extensas las investigaciones en el ambito
molecular y bioquimico en la bisqueda de una proteina responsable de los fenomenos
que causan la harinosidad. Estudios de actividad enzimética realizados en fruta sin

dafio por frio, han mostrado que algunas enzimas aumentan su actividad a lo largo del
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proceso “normal” de maduracién como son la Pectina Metilesterasa y a-arabinosidasa,
ofras aumentan en estados tempranos de maduracién, pero luego declinan como son
la exo-PG y la carboximetilcelulosa, mientras que otras contintian incrementando hasta
estados de sobre-maduracion, en estados de senescencia como son la endo-PG, B-
galactosidasa y la endo-1,4 -f -mananasa (Fisher y Bennett, 1991,Rose y Benneti,
1997; Zhou y col., 2000 a y b; Brumell y Harpster 2001; Trainotti y col., 2003; Brumell y
col. 2004 a y b). Mientras que en situaciones donde el fruto se ve enfrentado a
almacenamiento a bajas temperaturas, algunas de estas enzimas disminuyen su
actividad enzimatica, como endo-PG y B-galactosidasas (Zhou y col., 2000b; Brumell y
col. 2004b) & proteinas como la Expansina disminuyen su acumulacion durante esta

situacion de almacenamiento (Obeland y col., 2003).

En este trabajo se analizaron los cambios que ocurren a nivel de la acumulacion
de proteinas y de los transcritos de tres proteinas que se han relacionado con el
desensamblaje de la pared celular, estas proteinas son Poligalacturonasa, Pectina
Metilesterasa y Expansina. Los resultados de esta tesis muestran que en frutos recién
cosechados y en frutos maduros, se observé un aumento en la acumulacién del
transcrito de PpPG y PpExp, lo que coincide posteriormente con la actividad
enzimatica y acumulacion de la proteina, respectivamente, en cambio para PpPME se
observé que para frutos recién cosechados la acumulacion de franscrito fue mayor que
el nivel de transcrito del fruto maduro. Por otra parte la actividad enzimatica de PpPME
es similar en ambos casos. Si estas tres proteinas actian coordinadamente, con los
resultados obtenidos y la evidencia de literatura (Brumell y col. 2004a; McQuenn-

Mason y Cosgrove, 1994), es consecuente pensar que Pectina metilesterasa y
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Expansina actuarian en etapas tempranas de [a maduracién, para permitir el acceso de
ofras enzimas a sus substratos, en la que Expansina interrumpiria la union de
interacciones no covalentes enfre componentes polimeéricos, y con esto, PME podria
tener mejor acceso sobre los grupos metilos del polimero de Ac. Galactironico,
permitiendo posteriormente que Poligalacturonasa ejerza su accién enzimatica sobre
los enlaces o-1,4 del acido galacturénico, y de otras enzimas que participan en
procesos de ablandamiento, para finalmente tener un fruto blando y jugoso.
Posteriormente en las condiciones de almacenamiento de postcosecha de 0°C durante
15 y 30 dias se produjo una disminucién casi total en la acumulacién del mensajero de
PpPG vy PpExp, efecto reflejado también en la actividad enzimatica de PpPG y en la
acumulacién de [a proteina de PpExp, esto pudo deberse que al igual que otras’
proteinas involucradas en los procesos de maduracion de [os frutos, Poligalacturonasa
y Expansina son reguladas por la hormona etileno (Montgomery y col., 1993; Sitrit y
Bennett, 1998; Giovannonni , 2001 y 2004; Dong y col. 2001), y en estudios anteriores
se observd que en nectarines expuestos a bajas temperaturas y que desarrollan
harinosidad tienen alterada su capacidad de producir etileno, y por lo tanto, afectar la
accién regulatoria que puede tener esta hormona sobre la traduccion del mRNA o [a
estabilidad de las proteinas de PG y Exp, al verse afectada la acumulacion de la
hormona {Dong y col. 2001; Zhou y col. 2000a, 2001; Hoeberichts y col., 2002). Sin
embargo, no existe una completa anulacién en la acumulacion del transcrito de PpPG 6
de su actividad, esto debido quizas al hecho que se ocupd como sonda en los ensayos
un fragmento de cDNA de PG disefiado a partir de una zona conservada para estos
genes, por lo que podria estar reconociendo mas de una secuencia que codifique para
PG de durazno, ya que como se ha descrito en la literatura, se han encontrado

alrededor de 50 genes codificantes para PG en Arabidospsis thaliana (The Arabidopsis
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Genome Iniciative, 2000) (Hadfield y Bennett, 1998). En todo caso si la sonda utilizada
reconoce ofro transcrito este deberia tener una alta homologia y un tamafio similar al
descrito en este trabajo. Por oira parte, experimentos con plantas transgénicas indican
que la supresion en la expresion de un gen de PG tiene un pequefio efecto sobre el
desensamble de pectinas sugiriendo que existe una redundancia en la actividad de
Poligalacturonasa en tomate (Giovannonni y col., 1989; Glover y col., 1996; Hadfield y
Bennett, 1998). Esto apoyaria la idea que existe mas de un gen para PG en duraznos,
es mas, andlisis de alineamiento de ésta sonda de PG con una base de datos de EST
para Prunus persica del proyecto Genoma Iniciativa Chile (datos no mostrados), nos
muestra que de las 43 secuencias anotadas con una putativa funcidén de
Paligalacturonasa, la secuencia de la sonda disefiada para PpPG alinea con 26 de las

secuencias anotadas (dato no mostrado).

Como se menciond anteriormente, los genes que son regulados por etileno
sufren una regulacion negativa al verse expuesto a bajas temperaturas dado la
alteracion que ocurre en la via de esta hormona, lo que nos lleva a pensar que si [a
dependencia de esta hormona es tan estrecha, no veriamos acumulacion del transcrito
en procesos posteriores, ya que fue interrumpida su regulacion positiva. Sin embargo,
fos resultados para la expresidn génica de PG y Exp, 6 la actividad enzimatica é
acumulacion de la proteina, muestran un aumenio respectivamente, tanto en la
variedad DFL como en DOH cuando el fruto madura después de haber sido
almacenado a 0°C (15M y 30M). Se ha descrito en planias, que después de 3 dias de
aplicado un stress como frfo, se observa un aumento en [a cantidad de etileno medido
(Stearns y Glick, 2003). Si pensamos solamente en la dependencia en expresion que

tienen PG y Exp con etileno, puede explicarse el hecho de tener un aumento en
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mensajero y actividad enziméatica y acumulacion de proteina de estos dos genes, ya
que el stress provocado por la exposicion a bajas temperaturas haria aumentar la
cantidad de etileno endégeno y por ende, regular de forma positiva estos genes,
aumentando su expresion, con la posterior consecuencia de ablandamiento del fruto en

la post-cosecha.

Como se menciond en un principio, se han realizado grandes esfuerzos para
encontrar una proteina responsable de los dafios provocados en la pulpa de los frutos
que han sido expuestos bajas temperaturas por periodos prolongados. En un intento
de encontrar factores que correlacionen con la harinosidad, en este trabajo analizamos
las actividades enziméaticas de PG y PME, encontrandose que por si solas no eran
capaces de explicar la harinosidad que desarrollan cada variedad evaluada. Sin
embargo, pensando que estas dos enzimas actlian de forma coordinada, estudiamos
la razén de sus actividades, encontrando una tendencia a aumentar cuando el fruto
pasaba de una condicién de pulpa firme a una condicién de pulpa blanda, es decir, el
paso a un fruto con madurez comestible (8,9- 17,8 N). Esta tendencia a aumentar la
razén de PG/PME, encontrada en DFL y DOH, se relaciona con lo descrito
recientemente por Zhou y col., 2000 a y b; Lurie y col. 2003; Brumell y col. 2004 a y b,
donde se describe que la actividad de PG aumenta en el fruto maduro, en relacion con
el fruto firme. El anélisis realizado sobre las actividades de los frutos que presentan
harinosidad (30MH), nos muestra que la razén de PG/PME aumenta en relacion con el
fruto firme de la misma condicién (F30), sin embargo, el mismo analisis pero con el

fruto jugoso (30MS), nos muestra que la razon de PG/PME es menor en el durazno

harinoso que en el durazno con jugo. Esto lleva a pensar, que efectivamente ocurre un




desbalance en las actividades de Poligalacturonasa y Pectina Metilesterasa, las cuales

posiblemente se encuentren coordinadas.

Como se menciond en un principio, se han realizado grandes esfuerzos
para encontrar una proteina responsable de los danos provocados en la pulpa de los
frutos que han sido expuestos a bajas temperaturas por periodos prolongados. En un
intento de encontrar factores que correlacionen con la harinosidad, en este trabajo
analizamos las actividades enzimaticas de PG y PME, encontrandose que no existe
una correlacién directa entre la actividad de estas enzimas y la harinosidad que
desarrollan las variedades evaluadas. Sin embargo, pensando que estas dos enzimas
actian de forma coordinada, estudiamos la razén de sus actividades, encontrando una
tendencia a aumentar cuando el fruto pasa de una condicién de pulpa firme a una
condicion de pulpa blanda, es decir, el paso a un fruto con madurez comestible (8,9-
17,8 N). Esta tendencia a aumentar la razén de PG/PME, encontrada en DFL y DOH,
se relaciona con lo descrito recientemente por (Zhou y col., 2000 a y b; Lurie y col.
2003; Brumell y col. 2004 a y b), donde se describe que la actividad de PG aumenta en
el fruto maduro, en relacion con el fruto firme. El andlisis realizado sobre las
actividades de los frutos que presentan harinosidad (30MH), nos muestira que la razon
de PG/PME aumenta en relacion con el fruto firme de la misma condicién (F30), sin
embargo, el mismo analisis realizado en frutos almacenados en frio por 30 dias pero
que todavia presentan jugo (30MS), nos muestra que la razén de PG/PME es menor
en el durazno harinoso que en el durazno con jugo. Esto lleva a pensar, que
efectivamente ocurre un desbalance en las actividades de Poligalacturonasa y Pectina

Metilesterasa, las cuales posiblemente se encuentren coordinadas.
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El aumento 6 disminucion de la razén de PG/PME descrito en la literatura, no
explica si los cambios en la razén son producto de los cambios en una ¢ ambas
actividades enzimaticas, especialmente la de PME, ya que como se mencioné
anteriormente, no existe un consenso si la actividad de PME se mantiene, aumenta ¢
disminuye durante la postcosecha del fruto. Los datos nos muestran por ejemplo, que
el aumento de la razén PG/PME desde el estado de fruto firme en la cosecha (Cos) a
un fruto blando en el estado de cosecha maduro (CosM), ocurre principalmente por un
aumento en la actividad de PG, situacion que se refleja para Fancy Lady y O’'Henry.
Posteriormente, luego que la fruta se almacend por 15 dias a 0°C, se observa que el
aumento en la razén de PG/PME en el fruto maduro (15M) nuevamente ocurre por el
aumento en la actividad de PG, ya que en DFL se observa que PG aumenta alrededor
de 9 veces (Fig. 5A), mientras que PME, aumenta cerca de 4 veces (Fig. 9A). En la
variedad DOH se observa una situacion similar, donde la actividad de PG aumenta
aproximadamente 4 veces (Fig. 5B) y la actividad de PME aumenta solo 1.3 veces (Fig.
9B). El analisis de los resultados sobre duraznos almacenados por 30 dias a 0°C, nos
muestra que en la variedad Fancy Lady existe un aumento en la actividad de PG
cercano a las 3 veces (aumento menor al producido en los frutos de 15 dias de
almacenamiento), mientras que PME précticamente no aumenta (en 30MS). Pero en el
fruto harinoso, la actividad de PG y de PME no cambia, respecto del fruto firme (F30).
En la variedad O'Henry, el fruto que presenta jugo después de 30 dias de
almacenamiento a 0°C, muestra un aumento de alrededor de 3 veces en la actividad de
PG, mientras que PME se mantiene (respecto a F30). Mientras que el durazno
harinoso aumenta cerca del doble la actividad de PG, y la actividad de PME se

mantiene a valores cercanos al fruto firme y al fruto que presenta jugo.
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Los datos obtenidos no permiten establecer una clara relacion entre las
actividades enzimaticas estudiadas y la susceptibilidad a la harinosidad que cada
variedad de duraznos presenta al ser almacenados a bajas temperaturas. Sin
embargo, nos lleva a plantear que aquella variedad de durazno 6 nectarin que durante
la postcosecha mantenga o aumente una relacion de PG/ PME cercana a la condicion
de un fruto jugoso, sera capaz de soportar mejor las largas exposiciones a frio,
manteniendo la calidad del fruto y por lo fanto mejores condiciones para su exportacién

y posterior comercializacion.
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CONCLUSIONES

En los diferentes estados de postcosecha no se observa una relacién directa
entre la acumulacién del transcrito y actividades enzimaticas de Poligalacturonasa y

Pectina Metilesterasa.

La exposicion a bajas temperaturas disminuye de forma acentuada la
acumulacion del transcrito y la proteina de Poligalacturonasa y Expansina, en
ambas variedades de duraznos. Por otro lado, Pectina Metilesterasa, disminuye
pero este cambio es menos acentuado que el observado para Poligalacturonasa y

Expansina.

Los resultados indican que el almacenamiento por frio provoca un desbalance
en el nivel de enzimas y proteinas involucradas en el metabalismo de la pared
celular de Prunus persica, sin embargo, la comparaciéon de los niveles de
transcritos de PG, PME y Expansina asi como los niveles de actividad enzimatica y
proteina correspondiente en variedades que poseen diferencias en Ia
susceptibilidad a tornarse harinosas no mostraron grandes diferencias de
comportamiento excepto por un leve cambic en la razén de actividad PG/PME la
cual es menor en duraznos harinosos que en aquellos que presentan jugo a pesar

de haber pasado por el mismo proceso de almacenamiento.
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