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RESUMEN

Los   cambios  fisicos  y  fisiol6gicos   producidos   en   Pmnus  pers/.ca   por  la

exposici6n   a   bajas   temperaturas,   nan   generado   gran   inquietud   en   el   sector

exportador  porque  la  calidad  del  producto  se  deteriora,  y  esto  produce  p6rdidas

econ6micas.  El  principal  sfntoma  descrito  despu6s  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

que  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 poligalactur6nico de la pared celular.  Otra proteina

involucrada en  la  maduraci6n de los frutos es la Expansina (Exp),  que disminuirja la

interacci6n    entre    los    polisacaridos    de    la    pared    celular,     influyendo    en    el

ablandamiento.     Para     analizar    la     participaci6n     de     estas     proteinas     en     la

susceptibilidad  de  los frutos a tornarse harinosos, se evaluaron  distintas variedades

de Prunus pers/.ca con  el fin  de  identificar variedades con  alta y baja  susceptibilidad

a  tornarse  harinosas.   De  esta  forma  se  determin6  que  la  variedad  Fancy  Lady

presentaba  una  baja  susceptibilidad  mientras  que  la  variedad  O'Henry  mostr6  una

al fa  susceptibilidad.  En  estas  dos  variedades  se  analizaron  la  abundancia  de  los

mRNA para  PG  y Exp,  los que  mostraron  una disminuci6n  marcada en  la  pulpa  de

los frutos  mantenidos  en  frlo.    Esta  situaci6n  revirti6  en  los  frutos  maduros,  en  los

que   se   observ6   una   acumulaci6n   de   los   mRNAs.    Esto   correlaciona   con   la

disminuci6n  en  actividad  enzimatica  de  PG  y  la  disminuci6n  de  la  pro{elna  de  Exp

analizada    por   western   blot   en    los   frutos    mantenidos   en   frio.    La   actMdad

Poligalacturonasa  y  el  contenido  de  Expansina  se  incrementaron  al  madurar  los

duraznos almacenados en trio.  Respecto a Pectina Metilesterasa,  la abundancia del
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mRNA disminuy6  en frutos  almacenados en  frio,  sin  llegar a  desaparecer.  Cuando

el fruto madufo, la abundancia de mRNA de PME aument6, al igual que su actividad

enzimatica.  La comparaci6n de frutos maduros sanos y harinosos, mostfo un menor

nivel de  Exp en  el fruto  harinoso.  Sin  embargo,  los datos  muestran que  la actividad

de   PME   no   Gambia,   mientras   que   la   ac{ividad   de   PG   disminuye   en   los  frutos

harinosos.   Analisis   de   las   razones  de   actividad   enzimatica   de   PG/  PME  de   P.

pers/.ca  mostraron  ser  menores  en  los  frutos  harinosos  respecto  de  un  fruto  que

tiene  jugo.   Los   resultados   indican   que   el   almacenamiento   en   frl'o   produce   un

desbalance  en  enzimas  y  proteinas  involucradas  en  el  metaboljsmo  de  la  pared

celu'ar.
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SUMMARY

Physical   and   physiological   changes   produced   in   Prunus  pers/.ca   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  proposed  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 sii§ceptibility of the fruits to become

mealy,  we  evaluated  different  varieties  of  Prunus  pets/.ca  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

both mRNAs was observed. This correlates with a 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



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. pers/.ca 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.



INTRODUCCION

El  cultivo  de  frutales  de  carozo,  particularmente  del  genero  Prunus  constituye

una importante actividad econ6mica  para Chile.  En la temporada 2002-03, Ios frutos de

carozo,   como   duraznos,   nectarines,   y  ciruelas,   representaron   el   150/o   del  total   de

superfjcie  plantada,  concentfandose  en  la  regi6n  Metropolitana  y  Sexta.  Chile  entre

estos periodos export6190.000 toneladas de frutos de carozos, representando el  10%

del  total  de  exportaciones  de  fruta  fresca  (A.N.A.  Chile  y  Asociaci6n  de  Exportadores

de Chile, 2004).

Para  llegar  oportunamente  a   los  mercados  de   intefes  con   un  producto  de

6p{ima  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   postcosecha   de   los  frutos,   la   mantenci6n   de   la   calidad   de   6stos  y  la

maduraci6n final. Desafortunadamente, la etapa de almacenamiento y transporte de los

frutos   para   la   exportaci6n   implican   una   serie   de   cambios   fisicos   y/o   fisiol6gicos

inducidos  en  los  frutos  por  la  exposici6n  a  bajas  temperaturas  durante  el  almacenaje

refrigerado,   llevando  a   la  expresi6n  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 atin esta firme en

su  pulpa,  pero  cuando  madura  6  alcanza  una  firmeza  de  su  pulpa  apta  para  ser

consumido,  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  6  Asia,  lo  que



implica  al  menos  un  par  de  semanas  de  transporfe  y  por  lo  tanto  de  exposici6n  a

temperaturas  bajas.  Una  vez  en  el  mercado  de  destino,  es  el  consumidor  qujen  se

encuentra  con  un  fruto  de  baja  calidad,  debido  a  qlle  este  problema  no  es  detectado

externamente e inhabilita totalmente a la fruta para su consumo.  Esto se transforma en

una  abierta  desventaja  frente  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  mss  susceptibles,

vi6ndose  afectados  desde  un  40°/a  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 fisiol6gico.  Este hecho se debe a que tales cultivares se han

desarrollado   buscando   principalmente   caracteristicas   de   calidad   ex{erna   (color   y

tamafio).   EI   mei.oramiento   genetico,   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  fisiol6gico  de  duraznos  y

nectarines   donde   falla   el   proceso   de   maduraci6n   normal   despues   de   periodos

prolongados  de  almacenamiento  en  frio,  resultando  en  una  perdida  de  jugo  y  una

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

La maduraci6n del fruto son eventos gen6ticamente programados caracterizada

por un ndmero de procesos que alteran el color sabor, aroma y textura del fruto (Brady,

1987).Una  de   las   hip6tesis   planteadas   para   explicar  la   genesis  de   la   harinosidad



involucra  a  la  pared  celular de  los frutos,  especificamente  el  cambio  de  texfura  de  la

pulpa  6  ablandamiento  que  ocurre  durante  el  proceso  de  maduraci6n.  Duran{e  este

proceso los polisacaridos de la pared celular de los duraznos, sufren alteraciones como

son  la degradaci6n 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  galactufonico,  el  cual   posee  grupos  carboxilo  que  pueden

encontrarse    esterificados    por   grupos    metilos.    Se    sabe    que    las    pectinas    son

polimerizadas  en  el Gis  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    metilaci6n    disminuye    la    carga    negativa    de    ellas,

disminuyendo  la  capacidad  gelificante  de  las  pectinas  de  alto  peso  molecular (Micheli,

2001).   Durante   los  estados  iniciales  de  maduraci6n,   en   la  pared  celular  ocurre  la

solubilizaci6n   de   estos   polfmeros   ricos   en   acido   ur6nico   de   alto   peso   molecular,

posteriormente,  las  cadenas  laterales  de  galactanos  son  removidos  desde  polimeros

pecticos  retenidos  en  fracciones  de  la  pared  celular,  disminuyendo,  por  ejemplo,  el

grado de  metilaci6n  en  estas fracciones,  estos  cambios  coinciden con  la gran  p6rdida

de  firmeza  e   incremento  del  contenido  de  jugo  extraible.   Despu6s  de  2  dias  de

maduraci6n,  los  polimeros  ricos  en  acido  ur6nico  solubilizados  son  depolimerizados  a

especies  de  baj.o  peso  molecular  (Dawson  y  col,   1992;  Lester  y  col.,   1994).  Estos

cambios en  la composici6n de la pared celular de los frutos, en  parte son debidos a la

expresi6n de enzimas responsables de la degradaci6n 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   Ch-1,4   el   acido   galactur6nico,

produciendo  polimeros  de  acido  galactur6nico  de  menor  peso  molecular;  y  la  Pectina



metilesterasa    (PME),    que    hidroliza    la    uni6n    6ster    del    galactur6nido    metilado,

produciendo  un  polimero  cargado  negativamente  y  metanol  (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 maduraci6n

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 I.ugosos  y  harinosos.  En  los frutos

harinosos se encontr6 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

duran{e  los  estados  iniciales  de  normal  maduraci6n,  permanecen  unidos  al  esqueleto

en  los  frutos  harinosos  (Ben-Arie  y  Lavee,1971).   Los  antecedentes  anteriores  han

llevado a  postular que  la  disminuci6n en  actividad  de la  Poligalacturonasa  (Zhou  y col.

2000a   y   b),   combinada   con   una   continua   de-esterificaci6n   de   la   pectina,   como

resultado de la actividad de la enzima PE conduce a la formaci6n 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  mostrado  que  un  incremento  en  la  raz6n  de  actMdades

PG/PE  por  medio  de  la  aplicaci6n  de  calentamiento  intermitente  (Intermittent warming,



lw)   y/o   condiciones   de   atm6sfera   controlada   de   almacenaje,   pueden   inhibir   el

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

Otra proteina involucrada en  la maduraci6n de los frutos es la Expansina (Rose

y   Benett,   1997;   Rose   y   col.,   2000),   la   que   disminuiria   la   interacci6n   entre   los

polisacaridos  de  la  pared  celular,  situaci6n  que  produciria  cambios  en  la  organizaci6n

de  los  polisacaridos 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

microfibri[]as   de   celulosa   y   la   matriz   de   polisacaridos,   interrumpiendo   [a   uni6n   de

interacciones  no  covalentes  entre  estos componentes  polim6ricos  (MCQueen-Mason y

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

Recientemente se ha mostrado que la supresi6n de una proteina de Expansina

relacionada  con  la  maduraci6n  (Expl)  en  plantas  transg6nicas  de  tomate  resul{a  en

una marcada disminuci6n en la degradaci6n de polimeros de ur6nidos como la pectina

sin  una  aparente  acci6n  directa  de  Expl  sobre el  quiebre  del  esqueleto de  la  pectina

(Brummell   y   col.,   1999a).   El   autor   especula   que   Expl    influye   la   degradaci6n   de

pectinas por alteraci6n en la manera por   la cual PG interactuaria con estos substratos

p6cticos.

No  obstante,  la  expresi6n  de  una  Expansina  especifica  de  frutos  durante  las

etapas  de  ablandamiento  de  la  fruta  y  la  interrupci6n  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

presen{an dis{intas variedades de duraznos y nectarinos a tomarse harinosos, se debe

a caracteristicas especificas de la variedad estudiada.  En base a la hip6tesis 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 cuales

son los cambios que ocurren en PG, PME y Exp en dos variedades que poseen distinto

grado de susceptibilidad al almacenamiento a bajas {emperaturas.

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

siguiente hip6tesis:



HIPOTESIS

Durante  el  almacenamiento  en  frio,  la  suscep{ibilidad  diferencial  a  la  harinosidad  en

distintas  variedades  de  duraznos  depende  de  la  expresi6n  y/o  de  la  actMdad  de

Poligalacturonasa,    Pectina    Metilesterasa   y    de    la    expresi6n    y    acumulaci6n    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.

OBJETIVOS 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 Prt/nus pers/.ca.

3.-  Analizar  el   patr6n   de   expresi6n   de   los   genes   de   PG,   PME  y  Exp   durante   la

maduraci6n de los duraznos almacenados a temperatura ambiente y en condiciones de

almacenamiento que promueven la harinosidad de los frutos.

4.-   Medir  las   actMdades   enzimaticas   de   PG  y   PME;   medir  la   acumulaci6n   de   la

proteina de Exp, en distintas condiciones de almacenamiento.



MATERIALES Y METODOS

2.1. Material biol6gico

2.1.1. Obtenci6n de Prunus pers/.ca

Frutos de duraznos  (Prunus pers/.ca) en estado de  madurez de cosecha fueron

obtenidos  desd6   huertos   de   la   zona   de   Graneros.   Los  frutos  fueron   lavados   con

soluci6n  de  Hcl  100  ppm y  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 evaluaci6n  (Esquema  1 ).  Frutos de

cosecha  no  sometidos  a  temperatura  de  0°C  fueron  usados  como  control.  Los  frutos

despu6s de  periodos de almacenaje de  15 y 30 dias, fueron  puestos en  la  camara de

maduraci6n   con   una   temperatura   de   20°C,   hasta   que   los  frutos   alcanzaran   una

resistencia de  la  pulpa  a la  presi6n en  la zona ecuatorial del fruto de 8,9-17,8  N  (Fruto

Maduro;  madurez  de  consumo),  condici6n  en  la  cual  tambien  se  evalu6  (15M  y  30M:

Fmutos  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  evaluaci6n  se

tom6  una  fracci6n  del  fruto  desde  uno  de  sus  ecuadores  y  se  congel6  en  nitr6geno

liquido  para  los  analisis  posteriores  de expresi6n  de  genes y mediciones  de actMdad

enzimatica.



Esquema   1:   Repres®ntaci6n   de   la   toma   do   muestra   de   duraznos   y   de   los
diferentos   tratamientos   rcalizados.   CosM:   Fruto   de   durazno   proveniente   de   la
Cosecha  que  fue  almacenado  par  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.
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2.1.2. Bacterias y condiciones de cultivo

Para  los  clonamientos  se  utilizaron  bacterias  Escher/.ch/.a  co//.  cepa  DH5a.  Se

crecieron   en   medio   Luria   Bertoni   (LB)   liquido   (bacto   triptona   1%   p/v,   extracto   de

levadura  0,5%  p/v y  Nacl  1%  p/v)  o  s6lido  (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  Arab/.daps/.s   tha//.ana.   (Donado   por  Arabidopsis   Biological   Resource

Center).

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

Promega (Madison, Wl, USA),

2.3. Disefio de partidores

Los  partidores  utilizados  para  la  amplificaci6n  de  CDNA  parciales  de  los  genes

de  PG,  PME y Exp fueron  disefiados a  partir de la  base de datos  publicada por NCBl

(National  Center for  Biotechnology  Information).  Estos  partidores  se  disefiaron  desde

zonas  conservadas  de  las  secuencias  encontradas  para  PG,  PME  y  Exp.,  tanto  para

duraznos,   como   para   otras   secuencias   de   fruta   publicadas.   Adicionalmente,   se`,

obtuvieron  los  partidores  para  PME  de  duraznos  (PMEAM)  los  cuales  fueron  donados

por  la  Dra.   Lee  Meisel,  Lab.  Genetica  Molecular  Vegetal,  Universidad  de  Chile.  Las

secuencias de los partidores se muestran en el siguiente recuadro.
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Partidor Secuencia nucleotidica

PpPG03 Sence 5 ' - CAG GTGGAATTCTTGACG G-3'

PpPG03 Antisence 5'-TCCCCCATGACTTGATTCT- 3'

PpPME5' 5 '- G G GITCATAG CAAGAGACA-3 '

PpPME3, 5'-TCGTTGAACACTTGATAGCC-3'

PpExp5' 5'-GAGGTGCTTGTGGATATGGAA-3'

PpExp3' 5'-ACAGCATTGCTGGTCACAG-3'

*BG2 5'-CACCGATGCCACAGTTGTGTTCCAA-3'

*BG3 5'-TTAAACCCCAAATTCTGCAGTA-3'

T7 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

SP6 5'-ATTTAGGTGACACTATAG-3'

*Partidores  disefiados  por  Andrea  Morales,  Lab.  Gen6tica  Molecular Vegetal,  U.  de
Chile.

2.4. Anticuerpos

2.4.1. Anticuerpo anti-expansina de Lycopers/.cwm esct//efum (LeExpl )

Anticuerpo policlonal Anti-Expansina  1  de Lycopers/.cwm escu/efum (Rose y col.,

2000),   facilitado   por  el   Dr.   Jocelyn   Rose,   Department  of  Plant  Biology,   University

Cornell,  lthaca,  NY, USA.

2.4.2. AnticLierpo 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 restricci6n y DNA ligasa de BioLabs (New England, USA).

•      Enzimas  de  res{ricci6n,  DNA  polimerasa,  el  sistema  de  marcaci6n  Hexalabel

DNA  y  el   marcador  de  peso  molecular  de   DNA  de   1   Kb  se  obtuvieron  de

Fermentas (Vjlnius,  Lituania).

•     El   sistema   de   purificaci6n   de   productos   de   PCR   "CONCERT",   agarosa,   el

sistema  de  transcripci6n  reversa  (RT-PCR),  medios  de  cultivo  de  bacterias  y

marcadores  de  peso  molecular   para  RNA se  obtuvieron  de  Gibco  (lnvitrogen,

Grand  Island,  NY,  USA).

•     Los solventes de grado analitico y las sales se obtuvieron de Merck (Darmstadt,

Alemania).

•      E| [a-32P]-dcTP se obtuvo de perkin Elmer Life science (Boston,  USA).

•      EI   sistema   de   purificaci6n   de   DNA   plasmidjal   "Wizard"   y   el   vector   para

clonamiento  pGEM®-T  Easy  Vector  System  se  obtuvo  de  Promega  (Madison,

Wl,  USA).

•      Los   antibi6ticos,    el   sustrato   X-GlcA   (5-bromo-4-cloro-3-indolil   glucur6nido),

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.   Pafametros   fisiol6gicos   de   Prunus   pers/.ca   para   deteriminaci6n   de   la

harinosidad.

2.6.1. Firmeza de los frutos

La  resistencia   de   la   pulpa  a   la   presi6n   (firmeza)  fue   medida  en  las  zonas

ecuatoriales   (mejillas)  del  fruto,  determinada  a   partir  de  goo  de   la  sutura  del  fruto.

Despu6s  de  removida la  epidermis, se  midi6 la  resistencia  de  la  pulpa a  la pre,si6n con

un  penetr6metro  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,     utilizado     para     la     cosecha    y    en    frutos     jnmediatamente    salidos     del

almacenamiento   en  frio,   ambos   modelos   utilizados   con   una   punta   de   7.9   mm  de

diametro.  La  medjci6n  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  modificaci6n  del  m6todo

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  presi6n,  despu6s  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 traves del tubo con el 6mbolo para

alcanzar  una  homogenizaci6n  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. Determinaci6n 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  fru{os  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  pafametros  para  cada variedad.  La ecuaci6n de regresi6n  es considerada como

base  para  la  interpretaci6n  obj.etiva  de  la  harinosidad,  siendo  posible  determinar si  el

contenido  de jugo  del  fruto  evaluado  tiene  alguna  dependencia  directa  con  la  firmeza,

aceptando  un  valor de  R2  igual  o  superior a  0.6  para  dicha  relaci6n.  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   6   ecuaci6n   de   regresi6n   de

Firmeza-CJ determinados primeramente en los frutos de cosecha para cada variedad,

(frutos que se consideran como sanos), determinando asi el  porcentaje del fru{o 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 relaci6n de Firmeza- CJ para la

variedad  evaluada, se consider6 el valor promedio de  las  mediciones de  contenido de

jugo  de  los  frutos  no  almacenados  (sin  el  efecto  del  daFio  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    describi6

(Luchsinger,1996a).
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2.7. T6cnicas generales de Biologia Ivlolecular

2.7.1. Preparaci6n de c6Iulas competentes de Echer/.ch/.a Co//. (E. Co//)

Se  utiliz6  el  m6todo  descrito  por lnoue  (lnoue  y col.,1991).  Se  inocul6  250  mL

de medio SOB (bacto triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, Nacl  10 mM, Kcl

2,5  mM,  Mgc12    10  mM,  Mgs0410  mM)  con  un  precultivo  de  E.   Co//.  DH5a  crecido

durante  16  horas  a 37°C, y se creci6  a 23°C con  agitaci6n  vigorosa  hasta  una  O.D. a

600  nm de  0,6  unidades  de  absorbancia.  El  cultivo  se  enfri6  en  hielo  por  10  minutos y

se  centrifug6  a  2.500g  por  10  minutos  a  4°C.  El  pellet  se  resuspendi6  en  80  mL  de

tampon TB frio (Buffer Transformaci6n:  Pipes  10 mM,  Mnc12 55 mM,  Cac1215 mM,  Kcl

250  mM),  se  incub6  en  hielo  por  10  minutos y se centrifug6  a  2500g por  10  minutos a

4°C.  Finalmente  el  pellet  se  resuspendi6  en  20  mL  de  tampon  TB  frio,  y  se  agreg6

DMSO  a  una  concentraci6n  final  de  70/o  v/v  e  incub6  en  hielo  por  10  minutos.  Las

c6lulas  se congelaron  en  nitr6geno  liquido  en  alicuotas  de 200  uL y se  almacenaron  a

-80°C hasta su posterior utilizaci6n.

2.7.2. Transformaci6n de c6lulas competentes de Echer/.ch/.a Co//. (E. Co//)

Se  utiliz6  el  m6todo  por shock t6rmico (lnoue y col,1991) en  el cual a 50  uL de

c6lulas  competentes,  se  le  agregaron  de  1  a  5  LIL  de  DNA.  La  mezcla  se  incub6  30

minutos   en   hielo,   luego   5   minutos   a   37°C   y   finalmente   5   minutes   en   hielo.   A

continuaci6n se agreg6  1  mL de medio LB sin antibi6tico y se incub6 por 1  hora a 37°C.

Posteriormente se sembraron  sobre  una placa de LB/ agar y se incub6 a 37°C toda la

noche.
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2.7.3. Minipreparaci6n de DNA plasmidial

Se  crecieron  las  cepas  transformantes  en  LB/ Ampicilina  (100  ug/  mL)  a  37°C

con   agitaci6n   constante  toda   la   noche,  y  luego   se  tom6   1,5   mL  del   cultivo  y  se

centrifug6  a  12.000g  por  30  seg.  El  pellet  obtenido  se  resuspendi6  en   100  LIL  de  la

soluci6n  I  (Glucosa 50 mM, Tris-Hcl 25 mM pH 8 y  EDTA 10 mM pH  8) y se agregaron

200  LIL  de  la  soluci6n  11  (NaoH  0,2  M  y  SDS  1%)  mezclando  por  inversi6n  5  veces,

trabajando siempre en  hielo.  Se agregaron  150 HL de soluci6n  Ill  (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 centrifug6 a  12.000g por 5 minutos a 4°C. Se transfiri6

el  sobrenadante  a  o{ro  tubo  agregando  un  volumen  igual  de  Fenol:  Cloroformo  y  se

agit6 en  vortex.  Se centrifug6  por 2  minutos a  12.000g y posteriormente se transfiri6 el

sobrenadante  a   un   nuevo  tubo.   EI   DNA  se   precipit6  con   2  voltimenes  de  etanol,

incubandolo  por 30  minutos  a -20°C.  Se  centrifug6  a  12.000g  por 5  min.  (4°C) y luego

se dej6 secando el  pellet a temperatura ambiente.  Se  lav6  el  pellet con  lmL de etanol

70%  (4°C)  y  se  dej6  secando.  La  resuspensi6n  del  pellet  se  hizo  en  40  prL  de  agua

esteril con RNasa (20 L[g /mL) incubandolo a 37°C por 10 minutos (Xiang y col.,1994).

2.7.4. Electroforesis de DNA

Para separar fragmentos de DNA de tamaFios entre  150 a 900 pb, se realizaron

electroforesis   horizontales   de   agarosa   al   1%   p/v,   en   tamp6n   TAE   (Tris   40   mM,

CH3COONa 20 mM, EDTA 2 mM pH 8). Como marcador de peso molecular se utiliz6 el

estandar de 1  Kb de Fermentas®
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2.7.5. Reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR)

Para todas  las  reacciones  de  PCR se  utiliz6  DNA  polimerasa Taq  Fermentas®

(Vilnius,   Lituania),   en  su   correspondiente  tamp6n,   mezcla   de   nucle6tidos  0,2   mM,

Cloruro  de  Magnesio  1,5  mM,  y  12  pmoles  de  par{idores.  La  cantidad  de  templado

utilizada fue de aproximadamente  10  ng.  La temperatura de apareamiento y el tiempo

de extensi6n  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. Secuenciaci6n

Los CDNA parciales obtenjdos para los genes de Poligalacturonasa y Expansina

clonados,  se  secuenciaron  en  el  Centro  de  Sintesis y Analisis  de  Biomol6culas  de  la

Universidad de Chile.

2.8. Analisis de la expresi6n de los genes PG, PME y Exp.

2.8.1. Extracci6n de RNA total.

M6todo   descrito   originalmente   por   Chang   y   col.   (1993).   Diez   mililitros   de

soluci6n  de  extracci6n  (CTAB  2%,  PVPP  K30  20/o,  Tris-Hcl  100  mM  pH  8,0,  EDTA 25

mM,  NacI  2  M,  espermidina  0,5  g/L y Beta-mercaptoetanol  2%) se calentaron  a  65°C

en  bafio  de  agua y se agregaron  fapidamente 4 gr de  mesocarpio  de durazno  molido

previamente  en  Nitr6geno  liquido  mezclando  con  la  soluci6n  de  extracci6n.  Se  incub6

por  15  minutos  a  65°C  mezclando de vez en  cuando suavemente.  Luego se  extrajo 2

veces  con   igual  volumen   de   Cloroformo:IAA  (24:1),  separando  las  fases  mediante

centrifugaci6n  a  12.000g por 15  minutes a temperatura   ambiente.  La fase superior se

transfiri6 a  un tubo limpio y se agreg6  1/4 volumen de  Licl  10  M,  dejando  precipitar los
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acidos nucl6icos toda la noche a 4°C, sedimentando posteriormente por centrifugaci6n

a  12.000g  por  30  minutes.  El  precipitado  se  disoM6  en  500  HL  de  SSTE  (Nacl  1  M,

SDS  0,5%, Tris-Hcl  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   agreg6   2   volumenes   de   etanol

absoluto  al  sobrenadante y  se  dej6  precipitando  a  -70°C  por  30  minutos.  Se  volvi6  a

centrifugar para obtener el  precipitado de  RNA.  Se  lav6  el  pellet con  etanol  750/o y se

dej6 secar.  For dl{imo se  resuspendi6  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 verific6 de dos maneras:

2.8.2.1. Indice de calidad raz6n A26o/A28o nm.

Para   tener   una   aproximaci6n   que   la   extracci6n   de   RNA   qued6   Iibre   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  nucl6icos  y  a  280  nm,  longitud  de  onda  donde  absorben  los  polisacaridos.  La

raz6n entre estas dos longitudes (A26o/A28o) 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 tamp6n  MOPS  10X  (MOPS

acido   0,2   M,   Acetato   de   Sodio   0,05   M,   Na2EDTA   0,01   M)).   Antes   de   cargar  las

muestras  en   el   gel,  se  denaturaron  con  3  voltlmenes  de  tamp6n  de  denaturaci6n
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(Formaldehido   30%   v/v,   Formamida   60%   v/v   y   100/o   v/v  tamp6n   MOPS   10X),   se

incubaron a 70°C por 10 minutos y luego 2 minutos en hielo,  Se les agreg6 5 LtL de una

soluci6n  de electroforesis  1:1  (Azul  de  Bromofenol  1%  p/v,  EDTA  1  mM,  Glicerol  50  %

v/v:  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 visualiz6 cuando  la banda

superior de  RNA ribosomal  (RNAr) se ve aproximadamente el  doble en  intensidad  que

la banda de RNAr inferior.

2.8.3. Obtenci6n de sondas radioactivas

Las  sondas  para  marcaje  radioactivo  se  sintetizaron  mediante  la  tecnica  de

PCR.  Con  los  partidores  de  T7  y  SP6  descri{os  en  la  secci6n  2.3,  se  amplificaron  las

secuencias de cada uno de los fragmentos de CDNA clonados en el plasmido pGEM®-T

Easy  Vector  System   (Promega).   Los   productos  de   PCR  fueron   purificados  con  el

sistema   de   purificaci6n   de   productos   de   PCR   "CONCERT"   Matrix   Gel   Extraction

System® de Gibco.

Para   obtener   las   sondas   CDNA   marcadas   con   32P   se   utiliz6   el   sistema

"Hexalabel  DNA  Labeling"  de  Fermen{as®.  La  mezcla  de  reacci6n  consisti6  en  100  ng

de  producto  de  PCR  purificado,  soluci6n  de  reacci6n  que  incluye  los  hexanucle6tidos

(Tris-HCI  0,25  M,  Mgc12 25  mM,  DTT 5  mM y "random-primer"  7,5  o.u./ mL),  mezcla de

dNTP  (dGTP,   dATP,   dTTP   0,33  mM),   50  Lici  de  tor-32P]-dcTP  (Perkin   Elmer)  y  5

unidades  de  enzima  Klenow  (exo-).  Se  incub6  a  37°  por  30  minutos  y  despu6s  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

confador beta BECKMAN  LS 5000TD.

La   marcaci6n   con   32P   del   RNAr   18S   de  Arabidopsis   se   hizo   mediante   la

reacci6n  de  PCR  utilizando  el  vector H8B10F7  y  los  partidores  SK y  KS  del  plasmido

bluescript.  En  la  reacci6n  de  PCR  se  utiliz6  DNA  polimerasa  Taq  Fermentas  (Vilnius,

Lituania),  en  su  correspondiente tamp6n,  mezcla de  nucle6tidos  1,65  LiM  (dGTP,  dATP

y dTTP),  Mgcl  2,5  mM,  y  partidores 250  nM.  La  cantidad  de  templado  utilizada fue  de

aproximadamente  100  pg  (Mer{z y  Rashtchian).  La  temperatura  de apareamiento y el

tiempo  de  extensi6n  utilizada  para  amplificaciones  desde  DNA  plasmidial  fue  de  50°C

por 75 segundos y 72°C por 1,5 minutos, respectivamente, y despu6s 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  Lig  de  RNA total  desde  geles  denaturantes

de agarosa  (descrito  previamente en secci6n 2.8.2.2) a membranas  de  nylon  Hybond-

N+  (Amersham  pharmacia  biotech)  durante  16  horas,  en  soluci6n  de  lox  SSC  (Nacl

1,5  M y Citrato de  Sodio  0,15  M)  (Sambrook y col.,1989).  Luego el  RNA fue fijado a la

membrana, exponi6ndola a   1200 Hjoule/ cm2  durante 50 segundos.

EI  RNA  unido  a  la  membrana  se  incub6  con  una  soluci6n  que  contiene  SSC

5X,  Fosfato  de  Sodio  50  mM  pH  6,8,  Denhart  5X,  SDS  10/o,  espermio  de  salmon  10
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Ltg/mL y  EDTA  1  mM  pH  8,  durante  3  horas  a  65°C.  Luego  se  incub6  durante  toda  la

noche  con  la  sonda  correspondiente  marcada  radioactivamente  con  [or-32P]-dcTP,  en

una soluci6n que contenia SSC 5X, Fosfato de Sodio 50 mM pH 6,8,  Denhart 5X, SDS

0,1%,  espermio  de  salm6n  10  Ltg/mL y  EDTA  1  mM  pH  8.  Para  lavar  las  membranas,

6stas  se  incubaron   primero  con   SSC  5X/  SDS  0,1%  a  65°C,   durante  30  minutes.

Posteriormente se incubaron 2 veces por 15 minutes con SSC 2X/ SDS 0,10/o a 65°C y

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

La  exposici6n  de  la  membrana  se  realiz6  en  una  pantalla  "Phospho  Screen"

(Bio-Rad,  California,  USA)  y  analizado  en  un  equipo  Molecular  lmager  FX  (Bio-Rad,

California,  USA).

Con el fin  de estandarizar los cambios en expresi6n, se estableci6  la  raz6n del

transcrito   del   gen   en   estudio   (PpPG,   PpPME   6   PpExp)  con   el   transcrito   del   gen

ribosomal   18S   (rl8S)  de  durazno,   un  gen  cuya  abundancia  relativa  no  Gambia.  El

ensayo con el  rl8S de durazno, se realiz6 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   sirvi6  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 expresi6n de cada gen con su

respectivo  rl8S,  se  asign6  valor de  1  a  aquella  raz6n  que  fuera  la  mas  alta,  y  asi  al

resto de las razones se le asign6 un valor entre 0 y 1  respecto a la que present6 mayor

valor de las razones de expresi6n.
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2.9. Preparaci6n proteinas para PG

2.9.1. Extracci6n de proteinas para ensayos actividad de PG

EI  m6todo  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  335012%  y  bisulfito  de  sodio  0,2%,  durante  2  minutos.  Se

centrifugaron  a   10.500g  durante   10  minu{os  y  el   pellet  obtenido  se  lav6  con  0,2%

bisulfito de sodio.  Luego se incub6 con Acetato de Sodio 50 mM pH 5 y NacI 0,5  M frio

con  agitaci6n  constante  a  4°C,  durante  90  minutos  y  posteriormente  se  centrifug6  a

10.500g  por  10  minutos.  El  sobrenadante  obtenido  se  ocup6  como  el  extracto  crudo

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

2.9.2. Ensayo de actividad para PG

A  4  mL  de  Acido  Poligalactur6nico  20/o  preparado  en  ACNa     50  mM  pH  4,4

(sustrato),  se  le  agreg6  2  mL del  extracto  enzimatico  crudo.  La  mezcla  fue  incubada

durante 4 horas en un bafio a 30°C.

Se  midi6  la viscosidad  de  las  mezclas en  un viscosimetro tipo Ostwald, tanto al

inicio  (vi) como al final  (vf) del  periodo de incubaci6n.  Los ensayos se hicieron con tres

muestras biol6gicas (fruto) y en duplicado para cada condici6n 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  incubaci6n  a  30°C,

sobre  el  sustrato  acido   poligalactur6nico   no  estirificado  2%,   ocupando   un  extracto
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enzimatico  comercial  de  pectinasas  de  Sigma  a  distintas  concentraciones  (dato  no

mostrado).

2.10. Ensayo de actividad PME

2.10.1. Extracci6n de proteinas para ensayos actividad de PME

Un  gramo  de  mesocarpio  de  Prunus pers/.ca  de  las  variedades  Fancy  Lady y

O'Henry  congelados  previamente  en  nitr6geno  liquido  fue  homogenizado  en  frio  con

Nacl    1    M    y    PVPP    10/a,    pH    7,5,    sobre    un    mortero    previamente    enfriado.    El

homogenizado   fue   centrifugado   a   14.000g   por   30   minutes.   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

El  m6todo  se  basa  en  lo  descrito  por A.  Hagerman  y  P.  Austin  en  1986.  Para

iniciar con  un  pH  constante  la reacci6n, todas  las soluciones  (pectina,  agiia,  indicador)

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

Soluci6n   de   pectina   de   citrico   0,5%   (p/v)   (Sigma),   fue   preparada   en   agua

destilada,  calentando  la  mezcla  mientras  se  agitaba  constantemente.  La  soluci6n  de

azul  de bromotimol  0,01%  (p/v) fue  preparada en tamp6n  de  Fosfato  de  potasio 0,003

M pH 7'5.

El ensayo fue  medido a 620 nm en espectro  Lambda  EZ201  Perkin  ElmerTM.  En

una  cubeta,   1   mL  de  la  mezcla  pectina/  azul  de  bromotimol  (0,075  mL  de  azul  de

bromotimol  por cada  mL de  pectina) y 0,4  mL del  extracto enzimatico, fue mezclado y
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medida   la  absorbancia  a  620  nm  (A62o)  durante  3   minutos,  ocupando  agua  como

blanco.  La absorbancia inicial  a 620 nm, permaneci6 constante mientras  no se agreg6

el  extracto  enzimatico.   Se  realizaron  curvas  de  calibraci6n  con  acido  galactur6nico

(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  biol6gicas

(fruto) y en duplicado.

Una unidad de actividad de define como:

U actividad especifica= .umoles de acido aalactur6nico
(mg proteinas totales) (3 min.)

2.11. Analisis de Western blot para el gen de Expansina de Prt/nus pets/-ca

2.11.1. Extracci6n de proteinas para analisis de Western blot

A un gramo de mesocarpio de durazno molido en nitr6geno liquido se agreg6 4

mL  del  soluci6n  de  extracci6n  (Sacarosa  0,7  M,  Tris-Hcl  0,05  M  pH  7.8,  EDTA  0,005

M,  Kcl  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  agit6  utilizando  vortex  por 5  minutes y se  centrifug6  a  8000g

por  14  minutos.  Se  retir6  la  fase  fen6lica  (superior)  y  se  transfiri6  a  un  nuevo  tubo.

Luego se agregaron 5 voldmenes de acetato de amonio 0,1  M disuelto en  metanol, se

mezcl6 bien y se dej6 a -20°C por 16 horas, para posteriormente centrifugarlo a 8000g

por 14 minutos, desechando el sobrenadante. Al pellet formado se agreg6 una soluci6n

de  acetate  de  amonio  0,1  M  disuelto  en  metanol,  se  agit6  en vortex  hasta  disolver el

precipi{ado.  Se  volvi6  a  precipitar a -20°C  durante  15  minutos y se  centrifug6  a  8000g

por 6  minutos.  Para  disolver el  precipi{ado se  agreg6  una  soluci6n  de  acetona  al  80%
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fria   agitando,   para   luego   repetir  las   condiciones   de   precipitaci6n   y   centrifugaci6n

descritas  anteriormente.  EI  pellet se  sec6  por  15  minutos  a  37°C  y  por 30  minutos  a

temperatura ambiente,  para luego disolverlo con  150 uL de soluci6n de corrida  (Urea 8

M,  CHAPS  4%  y Anfolitos  0,2%).  Se dej6  a  30°C  por 30  minutos  y centrifug6  a  7000g

por  10  minutes  a  temperatura  ambiente  colectando  el  sobrenadante.  El  extracto  de

proteinas se guard6 a -70°C (protocolo modificado de Holford y col., 2002).

2.11.2.  Separaci6n  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-Hcl   1,5   M   pH   8,8,   SDS  0,001%,   PSA

0,001 % y TEMED  0,0001 %,  Gel  concentrador;  3%  de  Poliacrilamida,  25% Tris-Hcl  0,5

M pH  6,8, SDS  0,001%,  PSA 0,001% y TEMED 0,0001%).  La electroforesis fue llevada

a  cabo  en  tampon  de  corrida  (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 realiz6 la transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida  15% a

una  membrana  de  Nitrocelulosa  de 0,2  micrones  (Sigma-Aldrich) a  300  rnA  por  1  hora

en  condiciones de frio,  en tamp6n 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  microgramos  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 bloque6 en  una soluci6n que contiene 5% de leche descremada (Svelty,

Nestle®)   en   PBS-Tween   0,1%   durante   16   horas   a   4°C,   luego   se   incub6   con   el

anticuerpo  anti  Expansina  1  de  tomate  (LeExpl),  en  una  diluci6n  de  1:2000  en  PBS-

Tween  0,05% y de  leche  descremada 0.4%,  durante  3  horas  a temperatura ambiente.

Como  anticuerpo  secundario  se   utiliz6  anti   lg-G  de  conejo  acoplado  a  peroxidasa

Horseradish   (HRP)   (SIGMA).    Despu6s   de   cada   incubaci6n   se   hicieron   lavados

consecutivos  con   PBS-Tween  0,1%  en  constante  agitaci6n.   La   identificaci6n   de  la

peroxidasa  se  realiz6  mediante  ensayo  con  Luminol  250  mM  (3-aminophtalhydrazida,

Fluka) y Acido cumarico 90 mM (Sigma) (ambas preparadas en DMSO) en tampon Tris

100  mM  pH  8,5.  A  esta  soluci6n  se  agregaron  3  prL  de  per6xido  de  hidr6geno,  justo

antes de incubar la membrana, durante 30 segundos.

La   exposici6n   de   las   membranas   en   placas   auto-radiograficas   Full   Blue

(Fermelo),  se  realiz6  durante  5  minutes  y  luego  fueron  reveladas  en  un  equipo  de

revelado AGFA Curix60 (AGFA-Gevaert, Alemania).
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RESULTADOS

3.1. Susceptibilidad varietal al dafio por frio.

Un  ntlmero  de  muestra  de  10  frutos  para  cada  condici6n  de  almacenamiento,

fue   evaluada   en   su   firmeza   ecuatorial,   su   contenido   de   jugo   y   harinosidad.   La

evaluaci6n para las variedades se realiz6 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  pafametros  a  los  frutos

IIevados  a  la  camara  de  maduraci6n  despu6s  de  su  almacenamien{o  en  frio  (CosM,

15M  y  30M),   usando  como  criterio  de  maduraci6n  la  resistencia     de  la  pulpa  a  la

presi6n (8,9-17,8 N).

La   Tabla   1    muestra   los   datos   obtenidos,   como   promedio,   de   la   firmeza

ecuatorial   y  el   principal   desorden  fisiol6gico   limitante   (harinosidad,   pardeamiento  y

coloraci6n rojiza) que afecta a las variedades de duraznos y nectarines evaluados.
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Tabla  1:  Principales  des6rdenes  fisiol6gicos  y  duraci6n  maxima  en  almacenaje
f.     rado   0°Ctendistintas variedades de duraznos v nectarinos.

L

Variedad Fecha Firmeza Principal desorden % Frutos
cosecha ecuatorial a fisiol6gico  (limitan{e) harinosos

la cosecha (despu6s de
(N)

H P CR
30 diasalmacenado)

DURAZNOS

FancyLady
22  Dic. 48,9-53,4 X 10

O'Henry 25 Ene. 48,9-53,4 X 100

EarlyElegantLady
8 Ene. 44,5-53,4 X X 100

SummerLady 28 Ene. 44,5-53,4 X X 0

Red Nos 25 Feb. 44,5-53,4 X X 50

SweetSeptember 25 Feb. 44,5-53,4 X X 100

NECTARINOS

Jim Red 11  Feb. 44,5-53,4 X X X 100

C-17 16  Feb. 44,5-53,4 X X 100

a evaluaci6n de  la firmeza ecuatorial, 0yo de frutos  harinosos, desorden fisiol6gico que

afecta a  la variedad  (H:  Harinosidad,  P:  Pardeamiento y CR:  Coloraci6n  rojiza), fueron
determinados como se describe en Materiales y Metodos (Secci6n 2.6).
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Luego  de  evaluar  cada  variedad   proveniente  de   las  temporadas  2002/03  y

2003/04, se decidi6 realizar los estudios de expresi6n g6nica 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  fisiol6gico  la  harinosidad  de  su  pulpa,  ademas,  son  ejemplos  de  la

susceptibilidad    a    bajas   temperaturas    que   exhiben   distintas   variedades,    ya   que

presentan una diferencia en el porcentaje de frutos que se toman harinosos despu6s de

30  dias  de  almacenamiento  a   0°C,   siendo   para   Fancy  Lady  el   10%   de   los  frutos

evaluados y para O'Henry del 1000/o de los frutos evaluados.

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

De  los frutos obtenidos para  cada condici6n  de  almacenamiento  se  les  extrajo

su  contenido  de jugo como se describe en  materiales y m6todos  (Secci6n 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   gfaficos   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  condici6n

descrita, apreciandose que la var. Fancy Lady despu6s de 30 dias de almacenamiento,

presenta  un  mayor  porcentaje  de  frutos  jugosos  (60°/o),  que  la  var.  O'Henry  (10%),

indicando que en estas condiciones O'Henry fue mas susceptible a la exposici6n a 0°C

que Fancy Lady.
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Figura  1:  Porcontaje  de  jugo  extraible  de  las  variedades  DFL  y  DOH.  En  A:  var.
Fancy  Lady  y  en  8:  var.  O'Henry.    Se  representa  el  promedio  de  la  cantidad  de jugo
extrajble en cada condici6n de almacenamjento (n  =  10,  para cada condici6n evaluada;
Secci6n  2.6.2  Materiales y Metodos).  Cos:  Cosecha,  CosM:  Cosecha  Maduro,  15M:  15
dias  almacenaje  Maduro,  30MS:  30  dias  almacenaje  Maduro  "Sano",  30MH:  30  dias
almacenaje Maduro Harinoso.
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3.3. Obtenci6n de CDNA parciales de los genes de PG, PME y EXP.

Durante  el  almacenamiento  por  periodos  prolongados  a  baja  temperatura,  Ia

fruta  sufre  cambios  fisicos  y  fisiol6gicos  percibidos  principalmente  en  el  mesocarpio

(pulpa),   en  forma  de  texturas   secas  y  harinosas,   pardeamiento  y  otros   sintomas

descritos  como  coloraci6n  rojiza,  descomposici6n  interna,  entre  otros.    En  la  literatura

se ha planteado que algunos de es{os 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   modificaci6n   de  la

arquitectura de   polisacaridos de la pared celular, como PG, PME y Exp sufren cambios

en  su  expresi6n  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 informaci6n disponible en  las bases de datos de  GeneBank (para

PG:  Clover 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 amplificaci6n 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

aproximadamen{e 575 pb, sin embargo, no fue posible clonar este CDNA, por lo que en

ensayos posteriores se utiliz6 un CDNA parcial (486pb) obtenido en el Lab. de Gen6tica

Molecular Vegetal  por Andrea  Morales,  lng.  Biotec.  Mol.  a  cargo  de  la  Dra.  Lee  Meisel
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(PpPME(2)).   Finalmente,  la  amplificaci6n  de]  CDNA  parcial  para  Expansina  de  P.

pets/.ca, genefo un fragmento de aproximadamente 540 pb, este hagmento fue c[onado

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

Figura  2:  Amplificaci6n   CDNA  pareial.   Cada  uno  de  los  cDNAs  parcia]es  fue
amp]ificado  come  se  describe  en  la  Secci6n  2.7.5  de  Materiales  y  Metodos.  Los
productos  de  [a  amplificaci6n  de[  RT-PCF`  fueron  separados  uti[izando  un  gel  de
agarosa al  1%.  Carril  1.-Estandar Peso  Molecular lKb  Fermentas  2.-CDNA parcial
PpPG  3.-  CDNA  parcial  PpPME(1)  4.-  CDNA  parcial  PpPME(2)  5.-  CDNA  parcial
PpExp.

Analisis de ]as secuencias para [os genes de PpPG, PpExp y PME se mi]estran

en  la  Figura 3.  La a]ineaci6n  del fragmento secuenciado del gen de  PpPG mL[estra

homologfa con el gen de endo-Poliga[acturonasa 1 de Prunds pets/.ca (N° acceso NCB]

AF095577) (Figura 3A), con un 99% de identidad. De la misma manera, en la figura 38,

el analisis para el fragmento de Expansina secuenciado, mi]estra homologia con   el

gen   Expansina   1   de  Prmus  pers/.ca,   con   100%  de  identidad   (N°  acceso  NCBI

A8029083).  Ademas, esta secuencia muestra un 99% de identidad con la secuencia

que      codifica      para     el      gen     de      Expansina     2      de     Prunus     a/777en/.aca
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(damasco),  otro  integrante de  la familja de  los carozos  (dato  no mostrado).  En  la figura

3C  se  muestra  el  alineamiento  para  el  CDNA  parcial  del  gen  PME  obtenido  por  A.

Morales,  el  cual  tiene  homologia  con  el  gen  de  la  Pectina  Metilesterasa  de  Prunus

pers/.ca (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  endorpG de Pmnus pers/.ca  (N° acceso  NCBI  AF095577).
En   letras   azules,   se   muestra   la   seouencia   identica,   en   letra   roja,   nucle6tidos   no
id6nticos.
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Figura  38:  Alineamiento de  CDNA parcial  de  PpExp.  Alineamiento  del CDNA parcial
de   PpExp   con   seouencia   de   Expansina   de   Prunus   pees/.ca   (N°   acceso   NCBI
A8029083). En letras azules, se muestra la secuencia id6ntica.

35



911           920                  RIB                  940I-------- 950               968               970               9se               990             ieeo             toto             lea             iRE             i%B

TrmTcmaT"TREiTiurrTTrmrmirmcrmrmirm
Con5en5us.,.,

i04i     len             irm             i078             lee             logo             iiee             iiio             ii28             iiso             iiae             ii5O             ii6O             ii78

rm mcc¢i±F]ciTCTrmcfFRTTOwTccTma¥rF:rmT€
)ceggi   matrmcTrmca~6cRETTevf~TunTCRTcecrmceTTenTTT"TchTREFne"T8"tENTenTcerFibeffifFcisTc

Consensus...............„...„....„...„...............„..„.....,......,.........„.ffl"REm""t"TrmTtmafiifirfuTC

I i7i     I lee             I leo             i2ae             i2io             iz20             lzse             i24e             i2io             i26o             lam             i2ce             i29o             i3ce

pmail   ccfENcefnRit;FiFicfieafmeFicfiesmcceccaneneccFiRfiTesciiifiEFi6cfimTceTccffi"TENINITiENTiENTTRETesTcfRTcfRTfefficf\££cd
)tHgitt:fifiE=ififiiiEFiFiEE[tr++Fi¢FiE¢¢tE±±i:±i±jEi[[±ffih-riFEijFEjifriniiiTijiiT

mmldj±ircFd±EI[[±iffidfiFEtEindiaL+TiLiniiLirTmljifi
cO-

Trmcfirfu

isoi     i3io              i32o              i338              i3ae             i358             lan             i37e             i3so              i398             i4ee              i4io              142c             i438I:-ram
maggi    on

--+----I
TccaTceTevTiTcemenTTevTTmT"Tce

RTTcfifENrmA"HffcTTTCTTtENTrmTrmvefRETceTTceTrmiceiurmcemunTTcarTmT"Tce
consensus   c7TavllceTfrmTceFmaTm"ffnereTrm"TnemTT¢TiirfuT¢rchtiRETCFidiTesTTneTmm7esmcemenmmmTTmce

i43i     1448             i45O             1460             i478             i4ee             i4se             i5ce             Isle             i528             iRE             lan             iue             iso+ : --I
pienrl   Ficaen3aRTCFmTmarccrsmersTevcem!c;cc±cE;TCFFRT±imcFif]¢iimtFific¢ficicTrmriBcccFii6riffmTfrmieecccatiiT"mfificccFiaeTc'me

bFwideTevce
cansees   coa€iRETen"TrmcececorviusmGECGeGitiffilcaREm"av"TiffiifeultwTcaseccfrmflon]T

i#i     i57O             iso             i59e             i6ee             i6LO             i62O             lee             i64B             i65O             i66O             i67e             i6ce       i6erI--.--un TTccrm~
jeei    TvecceTCTrm8Tevowrmirm¢cFi¢FiFlin

con5Qus    TTccceTer«TceTCTcma

---- : - --I
TTrmmmcfceTerTrmcgTmTrm]TmcTTmenRTCFffTTTTTmfflrm

Fisura  3C:  Alineamiento  de  CDNA  parclal de  PME.  Alineamiento  del  CDNA parcial de
PME (secuencia de A. Morales) con secuencia de Pectina esterasa   de Pmnus pets/.ca
(N° acceso NCBI X95991 ). En letras azules, se muestra la secuencja id6ntica.
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3.4. Analisis  del  patr6n de expresi6n y de las actividades enzimaticas y proteina

para  los  genes  Poligalacturonasa,  Pectina  Metilesterasa y Expansina  de  Prtmus

pers/ca, respectivamente.

EI analisis  de  los  cambios  en  la expresi6n g6nica  de  PG,  PME y Exp, junto con

la determinaci6n de  la actividad enzimatica de PG y  PME,  mss  la acumulaci6n de  Exp,

se  realiz6  en  las  variedades  de  duraznos  Fancy  Lady  (DFL)  y  O'Henry  (DOH).  Los

resul{ados   analizados   para   cada   gen,   son   representativos   de   un   conjunto   de   3

repeticiones realizadas.

3.4.1.  Analisis   de  expresi6n   g6nica  del  gen   de  Poligalacturonasa  de  Prunus

p6rs/.ca  (PpPG)  durante  la  postcosecha  en  las  variedades  de  duraznos  Fancy

Lady y O.Henry.

El  analisis  por Northern  blot,  u{ilizando  como  sonda  el  CDNA parcial  del  gen  de

PG  de  Prunus  pers/.ca  y  en  condiciones  de  alta  estrictez  en  las  hibridaciones,  nos

permitieron  identificar un tinico transcrito que posee un tamafio aproximado de  1920 pb

(Fig.  4).  Este transcri{o 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   observ6   un   significativo

incremento  en  el  contenido  del  transcrito.  Con  el  fin  de  estandarizar  los  cambios  en

expresi6n, se estableci6  la raz6n del transcrito del gen de PG con el transcrito del gen

ribosomal  18S  (rl8S),  un  gen  cuya  abundancia  relativa  no  Gambia,  pudiendo   apreciar

que  el  cambio en  la acumulaci6n  del transcrito del  gen  PG al  ocurrir la  maduraci6n fue

mayor en Fancy Lady que en O'Henry (Fig. 4C y D).

37



Al  analizar  los  duraznos  sometidos  a   15  dias  de  almacenamiento  a  0°C,  se

observ6 que el transcrito de  PG estuvo ausente tanto en el durazno Fancy Lady como

O'Henry.  Despu6s  de  30  dias  de  almacenamiento  a  0°C.(F30)  el transcrito  de  PG  no

fue visible  en  el  durazno  O'Henry,  sin  embargo,  en  el  durazno  Fancy  Lady fue  posible

observar la presencia del transcrito de  PG.  El analisis de la presencia del transcrito de

PG  en  duraznos  maduros  almacenados  en  frio  mostr6  que  se  produjo  un  incremento

en  el  contenido  del transcrito  de  PG.  En  los  duraznos  Fancy  Lady se  detect6  un  alto

contenido    de    este   transcrito    en    los   frutos    maduros   despues    de    15    dias   de

almacenamiento  a  0°C.  De  hecho,  fue  el  estadio  de  postcosecha  que  present6  el

mayor contenido  de  este transcrito  en  el  durazno  Fancy  Lady.  AI  analizar el  contenido

del transcrito de PG en  los duraznos maduros despu6s 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    transcrito    de    PG    fue    inferior   al    observado    en    frutos    maduros

almacenados  por  15  dias  en  trio  (15M).  En  duraznos  O'Henry  observamos  que  los

frutos  maduros  despu6s  de  estar almacenados  por  15  o  30  dias  a  0°C  (15M  y  30M)

tambi6n  presentaban  un  importante  nivel  de  expresi6n  del  gen  PG,  sin  embargo,  en

este caso hubo un mayor incremento en los duraznos maduros despu6s de 30 dias en

trio  (30M),  mientras  que  los  duraznos  maduros  despu6s  de  15  dias  en  frio  (15M)

presentaban un nivel similar al de duraznos maduros despues 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
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(30MS),  observamos  que  no  existian  diferencias  entre  el  contenido  de  los tran§critos

presentes en duraznos Fancy Lady y O'Henry.

39



A Durazno var. Fancv Ladv

1234567

•# I xp. # gr
I+

Durazno var.  O'Honrv

1234567-  #  I,I
* , t) r , t

'111             -I
Cos           CosM           FI S            ISM            FsO          30MS        SOMH
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Figura 4:  And lisis  do expre8i6n  g6nica  del  gen  PpPG  do  Prunus pets/.ca.   A
Fancy  Lady     a:  var.   O'Henry.   Panel  superior:  Analisis  de  Northern  blot  para  e
PpPG.  Panel  inferior:  Analisjs  de  Northern  blot  para  el  gen  rl8S  de  Prz/«[s  persfoa,
coma control de carga. C y D:  Expresi6n relativa del gen de PpPG caloulada a partir del
estadio  que  presenta  mayor expresi6n  (Secci6n  2.8.4  Materiales  y  M6todos)  para  DFL
y  DOH,  respectivamente.1.-Cosecha  (Cos)    2.-Cosecha  Maduro  (CosM)    3.-15  dfas
almacenaje  en frio  (F15)   4.-15 dias  almacenaje  Maduro  (15M)  5.-30 dias almacenaje
en   trio   (F30)   6.-30   dfas   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  medici6n  de  actMdad  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 activjdad 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  pequeFio  incremento  en  la  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 evaluaci6n de la actividad de PG determinada en frutos maduros despu6s de

ser  almacenados  por  30  dias  a  0°C  (30M),  se  realiz6  separadamente  para  aquella

fracci6n de frutos que contenian jugo y los que se encontraban  harinosos (ver figura  1 ).

En  la variedad  DFL  la  actMdad  PG fue  mayor en  los  duraznos que  presentaban jugo

(30MS)que en aquellos harinosos (30MH), mientras que en la var.  DOH  la actMdad  PG

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

de DOH  (30MS).
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Las  figuras  6  y  7  muestran  un  resumen  de  las  actividades  enzimaticas  y  la

respectiva  expresi6n  relativa  para  Poligalacturonasa  en  cada  una  de  las  condiciones

estudiadas para las variedades Fancy Lady y O'Henry.
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3.4.3.  Analisis  de  expresi6n  g6nica  para  el  gen   de  Pectina  metilesterasa  de

Prunus  p6rsi.ca  (PpPME)  durante  la  postcosecha,  en  variedades  de  duraznos

Fancy Lady y O'Henry.

EI  analisis  de  expresi6n  del  gen  PpPME,  se  realiz6  utilizando  como  sonda  el

CDNA   parcial   del   gen   de  Prunus  pers/.ca.   Las  condiciones  de   alta  estrictez  en   la

hibridaci6n  nos  permiti6  observar  un  solo  transcrito  de  un  tamafio  aproximado  de  1,9

Kb   (Fig.   8).   Este  transcrito  apareci6  en  todas  las  condiciones  de  almacenamiento

estudiadas, {anto  para  los duraznos  Fancy  Lady como  O'Henry.  En ambas varjedades

se  observ6  el  mayor  nivel  de  acumulaci6n  del  transcrito  de  PpPME  en  el  estadio

cosecha.  La  cantidad  de  transcri{o  observado  disminuy6  en  el  fruto  maduro  (CosM),

situaci6n   que  fue   mss   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

observ6  un  aumento  en  el  nivel  del  transcrito,  el  cual  se  mantuvo  cuando  el  fruto

madur6  (15M).  En  cambio  para  DOH,  despues  de  15  dias  de  almacenamiento  a  0°C

(F15),  la cantidad de transcrito de PME alcanz6 su nivel mas bajo, sin desaparecer. En

el fruto  maduro despues de  15 dfas almacenado a  0°C  (15M) se observ6  un  aumento

en   el   transcrito   alcanzando   niveles   comparables   a   los   duraznos   que   maduraron

despu6s de la cosecha (CosM).  Frutos de ambas variedades almacenados por 30 dias

a 0°C  (F30)  mostraron  niveles del {ranscrito de  PME al  menos  5 veces  menores a  los

observados  en  frutos   provenientes  del   estadio  cosecha.   Sin  embargo,  cuando  se

analiz6 el nivel del transcrito de PME en los frutos que maduraron despu6s de 30 dias

a 0°C (30M), en la variedad DFL no se observ6 un aumento en el transcrito, tanto en la

fracci6n de frutos jugosos (30MS) como en la de frutos harinosos (30MH), mientras que

en  la  variedad   DOH,  se  observ6  un  aumento  del  transcrito  en   los  frutos  maduros
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despu6s   de   30   dias   de   almacenamiento.   Sin   embargo,   en   6sta   condici6n   de

postcosecha  el  contenido  del  transcrito  de  PME  fue  mayor  en  la  porci6n  de  fru{os

harinosos  que  en  los  jugosos,  y  alcanz6  niveles  similares  a  los  observados  en  los

frutos maduros provenientes de la cosecha (CosM).
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Durazno var. Fancy Ladv
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DLirazno var. O'Henrv
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Cce           CochA            F15             15M             FcO           SONS         90Mll

Condicl6n  de   almacenamiento

Cos          CosM          F15           15M            FsO          30MS        30MH

Condicidn  do  almacenamiento

Figura  8:  Analisis  de  expresi6n  g6nica  pare ®1 gen  PpPME  do  Prunus persjca.   A:
var.  Fancy  Lady   8:  var.  O'Henry.  Panel  superior:  Analisis  de  Northern  blot  para  el  gen
PpPME.  Panel  inferior:  Analisis  de  Northern blot  para el  gen  rl8S  de  Prttows persfoa,
como  control  de  carga.  Paneles:  1.-Cosecha  (Cos);  2.-Cosecha  Maduro  (CosM);  3.-15
dias   almacenaje   en   frfo   (F15);   4.-15   dias   almacenaje   Maduro   (15M);   5.-30   dias
almacenaje  en  trio   (F30);   6.-30  dias   almacenaje  Maduro  Sano  (30MS);   7.-30  dias
almacenaje   Maduro   Harinoso   (30MH).   C   y   D:   Expresi6n   relativa   del   gen   PpPME
caloulada  a  partir del  estadio  que  presenta  mayor expresi6n  (Secci6n  2.8.4  Materiales
y Metodos) para DFL y DOH, respectivamente.
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3.4.4.  Analisis  de  la  actividad  enzimatica  de  PME  durante  la  postcosecha,    en

variedades de duraznos Fancy Lady y O.Henry.

La  medici6n  de  la  actividad  de  PME  (Fig.  9),  nos  mostr6  que  la  actividad  mas

alta  se  detect6  en  los  primeros  estadios  de  la  fruta,  es  decir,  cuando  la  fruta  fue

cosechada y  luego  se  le  permiti6  madurar.  En  estos  dos  estadios  no  se  observ6  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 enzimatica alrededor de 5 veces, mientras que

en  la  variedad  DOH  esta  disminuci6n  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  frutos  maduros  provenientes  directamente  de  la  cosecha  (CosM).  En

los duraznos Fancy Lady esta enzima mostfo una disminuci6n en la actividad luego de

un periodo de almacenamiento de 30 dias en frio;  sin embargo, Ia actividad fue mayor

que aquella detectada en  la fruta que se almacen6 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  porci6n  de frutos  maduros jugosos  (30MS)  como  en  los  harinosos  (30MH);

sin  embargo,  en  la  fracci6n  de  frutos jugosos  se  observ6  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,  Ios frutos  maduros

provenientes  de  6sta  condici6n 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  observ6  que  la  actividad  de  PME  siempre estuvo

presente y fue disminuyendo a  medida  que aument6 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   expresi6n   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:   Analisis   d®   la   actividad   enzimatica   pare   el   gen   PpPME   de   Pmnus
pets/ca.    A:  var.  Fancy  Lady    8:  var.  O'Henry.    Una  Unidad  de  Actividad  se  define
coma  la  cantidad  de  Hmoles  acido  galactur6nico/  (mg  totales  de  proteina  por  3  mjn.)
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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3.4.5.  Analisis   de  expresi6n   del   gen   de  Expansina   (Exp)   de  Prunus  pers/.ca

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

El  analisis  de  expresi6n  del  gen  de  Expansina  de  Prunus  pers/.ca  se  realiz6

ocupando  como  sonda  el  CDNA parcial  obtenido  en  el  desarrollo  de  esta  tesis,  el  cual

en   las  condiciones  de   hibridaci6n  de  alta  estrictez  nos   permiti6  visualizar  un  solo

transcrito con  un tamafio aproximado de  1350  pb  (Fig.12).  El  analisis  de  Northern  blot

para  las  dos  variedades  estudiadas,  nos  mostr6  la  aparici6n  de  un  transcrito  en  el

estadio  de  cosecha  (Cos),  condici6n  en  la  cual  la  fruta  se  encuentra  fisiol6gicamente

madura  pero  firme.  Posteriormente,  en  los  frutos  maduros  (CosM),  es  decir,  los  que

han   alcanzado   una   madurez  suficiente   para   ser  consumidos   (ver  Secci6n   2.1   de

Materiales  y  M6todos),  se  observ6  una  mayor acumulaci6n  del  transcrito,  comparado

con   Cos,   para   la   variedad   Fancy  Lady,   mientras  que   en   la   misma  condici6n,   los

duraznos  de  la  variedad  O'Henry  mostraron  un  nivel  de  transcrito  muy  similar  a  la

condici6n  de  cosecha.  Luego  de  15  dias  de  almacenamiento  a  0°C  (F15),  la  cantidad

de  transcrito  en  DFL  y  DOH  disminuy6  a  niveles  imperceptibles,   resultado  que  se

repiti6  cuando  el  fruto  se  mantuvo  por  30  dias  almacenado  a  0°C  (F30).  Los  frutos

maduros  despues  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 despu6s de

30  dias  de  almacenaje  (30M)  muestran  diferencia  en  el  contenido  del  transcrito  al

comparar los frutos  que tienen jugo  de aquellos  harinosos,  presentando  estos  tlltimos

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 expresi6n.
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Figura  12:  Analisis  do  exprosi6n  g6nica  para  el  gen  PpExp  de  Prunus pers/.ca.   A:
var.  Fancy  Lady    a:  var.  O'Henry.  Panel  superior:  Analisis  de  Northern blot  para  el  gen
PpExp.   Panel  inferior..  Analjsis  de  Northern  blot  pare  el  gen  r18S  de  Prunws  pers/.ca,
como control de carga.  C y D:  Expresi6n relativa del gen de  PpExp calculada a  partir del
estadio que  presenta  mayor expresi6n  (Secci6n  2,8.4  Materiales y M6todos)  para  DFL y
DOH,   respectivamente.    1.-Cosecha   (Cos)      2.-Cosecha   Maduro   (CosM)   3.-15   dias
almacenaje en  rio  (F15)   4.-15  dias  almacenaje  Maduro  (15M)   5.-30 dias almacenaje
en trio (F30)   6.-30 dias a[macenaje Maduro Sano (30MS)  7,-30 dfas almacenaje Maduro
Han.noso (30MH).
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3.4.6. Analisis del contenido de la proteina  Expansina de Prt/nus pers/.ca durante

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

EI  uso de  un anticuerpo contra  la  proteina Expansina de tomate  (Lycapers/.cwm

escu/efum),    nos   permiti6   el   analisis   del   patron   de   acumulaci6n   de   la   proteina

Expansina en Prunus pers/.ca (Fig.13). La inmunodetecci6n por parte del anticuerpo de

Expansina  1  de tomate, revela la presencia de una banda de aproximadamente 27KDa,

tamafio descri{o para diversas  Expansinas de dicotiled6nea, 6sta serial  la observamos

en   la  condici6n  de  cosecha  para  ambas  variedades,   la  cual  aparece  nuevamente

cuando  el fruto  madur6.  Luego  de  un  periodo  de almacenamiento  de  15 y 30 dias en

trio  no se  observ6  la  presencia  de  la  proteina,  tanto  en  DFL como  en  DOH,  situaci6n

muy  similar a  lo  que  se  aprecia  en  los  analisis  de  northern  blot  para  Expansina  (Fig.

12).  En  aquellos  frutos  maduros  que  provienen  de  15  dias  de  almacenamiento  a  0°C

(15M), se observ6 Ia presencia de una serial detectada por el anticuerpo lo que sugiere

que  en   la  maduraci6n  se  produjo  una  acumulaci6n  de  la   proteina   Expansina.   Los

analisis realizados sobre los frutos maduros de la variedad  DFL despu6s 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  detect6  una  serial.   Cuando  se  analizaron  los  frutos  de  la  variedad   DOH  en  la

condici6n    de  frutos  maduros  despu6s  de  30  dias  a  0°C,  se  observ6  un  patr6n  muy

similar  a  DFL,  donde  los  frutos  con  jugo  presentaron  una  sefial  reconocida  por  el

anticuerpo  que  corresponde  al  tamafio  esperado  de  Expansina,  mientras  que  en  los

frutos  harinosos,   hubo  una  disminuci6n  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  acumulaci6n  de  proteina  y  la

respectjva   expresi6n   rela{iva   para   Expansina   en   coda   una   de   las   condiciones

estudiadas para las variedades Faney Lady y O'Henry.

Durazno var. Fancv Lad\/

Cos     CosM      F15         15M        F30     30MS     30MH

ul

Durazno \rar. OHenrv

Cos      CosM      F15       15M         F30      30MS    30MH

iz±          --       u              RErfu''              I
q-,i

#:..,¥,:,+.,.#-ffi!:.:7^iS:;T'J'`r`';\!:`:I.ny`jfi;tl%##l:?t'#:;`¥ng¥';

Figura   13:  Inmunodetecci6n  de     PpExp  en  variedades  Fancy  Lady  y  O'Henry,
utilizando   anticuerpo  LeExpl  de tomate. A:  var.  Faney  Lady a:  var.  O'Henry.  Cos:
Cosecha,  CosM:  Cosecha  Maduro,  F15:   15  dias  almacenaje  en  trio,  15M:  15  dias
almacenaje  Maduro,   F30:   30  dias  almacenaje  en  frio,   30MS:   30  dias  almacenaje
Maduro  "Sano"    y 30MH:  30  dias  almacenaj.e  Maduro  Harinoso  Cada carril  del  gel  se
cargo con 30 Hg de proteinas totales.
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Figura  14:  Resumen  de  Ja  expresj6n y acumuJacj6n  de  proteina  de Exp para la
var.  Fancy  Lady.  En  la  parfe  supen.or  se  muestra  la  acumulaci6n  de  proteina  de
PpExp y en el gfafico la expresi6n relativa de PpExp.
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Figura  15:  Resumen  de  la expresi6n y acumulaci6n  de proteina de  Exp para  la
var.  O'Henry.  En  la  parte  superior se muestra la acumulaci6n de proteina  de  PpExp
y en el gfafico la expresi6n relatjva de PpExp.

56



3.4.7.     Analisis     de     las     razones     de     las     actividades     enzimaticas     de

Poligalacturonasa y Pectina lvletilesterasa de Prunt/s pers/.ca.

En  la literatura se  ha planteado que las enzimas  Poligalacturonasa y Pectina

Metilesterasa actdan de forma coordinada en la degradaci6n de pectina, por lo tanto, el

analisis  conjunto  de  la  actividad  de  ambas  enzimas  puede  arrojar  luces  sobre  las

posibles  alteraciones  en  la  degradaci6n  de  este  polimero,  de  manera  que  ayuden  a

explicar  el  desorden  fisiol6gico  que  tiene  como  consecuencia  la  harinosidad  de  los

frutos.

En   la   tabla   2   se   muestra   el   analisis   de   las   razones   de   las   actividades

enzimaticas  de  Poligalacturonasa y de  Pectina  Metilesterasa,  para  ambas  variedades

de  duraznos.  Los  resultados  de  este  analisis  nos  muestra  que  los  frutos  firmes,  es

decir,  Ios 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 raz6n de  PG/PME de  los frutos  maduros, es decir, de CosM,

15M,  30MS  y 30MH.  Este  analisis  concuerda  con  lo  descrito  en  literatura  (Lurie y col.,

1994 y 2003),  donde se describe,  que en  los fen6menos de ablandamiento  de  la fruta

durante la  maduraci6n,  la raz6n de PG/PME aumenta.  Esta raz6n tambi6n 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 tambien  incrementaron  la  raz6n  PG/PME.  Finalmente, el analisis de  la raz6n  de

la actividad de ambas enzimas en frutos maduros despu6s de haber sido almacenados

por 30 dias (30M), nos muestra que la raz6n de PG/PME de los frutos que presentaron
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jugo  (30MS)  es  mayor que  la  raz6n  de  PGfl'ME  de  los frutos  harinosos  (30MH).  Este

re§ultado se observ6 en la§ dos variedades de durazno§ analizadas.

Tabla 2: Analisis de  las  razones de actividad enzimatica para Poligalacturonasa y
Pectina   Metil®sterasa   (PG/PME)   de   ambas   variedades   de   P.   pers/.ca,   en   las
distintas  condicione§  de almacenamjento.  En  el esqLlema  posterior a  la  tabla  se
muestra [a tendencia de los frutos a tomarse harinosos.

Condici6n de almacenamiento

Cos CosM F15 15M F30 30M„Sano„ 30MHarinoso

Raz6n dePG/PME(v)envar.DFL(xl02)
2.6 5.0 7 22 10.7 18 14.1

Raz6n dePG/PME(v)envar.DOH(xl02)
5.5 17.3 10 31.6 12.6 28.4 24.6

v   Razones   calculadas   a   partir   de   los   valores   de   actividades   enzimaticas   mostradas
anteriormente en las seceiones 3.4.2 para Poligalacturonasa y 3.4.4 para Pectina Motilesterasa,
en ambas variedades de duraznos.
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DISCUS16N

El  problema  de  harinosidad  de  los duraznos se  ha  abordado desde  hace  unas

d6cadas    modificando    los    procesos    de    postcosecha,    principalmente    en    temas

relacionados  con  las  condiciones  de  almacenamien{o  a  bajas  temperaturas  del  fruto,

atm6sfera   controlada,   6   utilizando  tratamientos   de  aumento   de   temperatura  entre

periodos  de  almacenaje  (Intermittent warming)  (Art6s  y  col.,1996;  Zhou  y  col.,  2001),

Por  otro  lado,  se  ha  observado  que  las  distin{as  variedades  de  duraznos  muestran

distintos  niveles  de susceptibilidad  a tornarse  harinosos  a  bajas temperaturas durante

la  postcosecha  (Von  Mollendorff y  col.,1992;  Luchsinger  1996a  y  1997).  Este  tiltimo

punto  nos  llev6  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 mas 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

llev6 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   decada,   han   sido   extensas   las   investigaciones   en   el   ambito

molecular y biociuimico en la bdsqueda de una proteina responsable de los fen6menos

que  causan  la  harinosidad.  Estudios  de  actividad  enzimatica  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  maduraci6n  como  son la  Pectina  Metilesterasa y er-arabinosidasa,

otras  aumen{an  en  estados tempranos  de maduraci6n,  pero  luego  declinan  como  son

la exo-PG y la carboximetilcelulosa,  mientras que otras contindan incrementando hasta

estados  de  sobre-maduraci6n,  en  estados  de  senescencia  como  son  la  endo-PG,   P-

galactosidasa  y  la  endo-1,4  -f}  -mananasa  (Fisher  y  Bennett,1991;Rose  y  Bennett,

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 P-galactosidasas  (Zhou  y col.,  2000b;  Brumell y

col.  2004b)  6  proteinas  como  la  Expansina  disminuyen  su  acumulaci6n  durante  esta

situaci6n de almacenamiento (Obeland  y col., 2003).

En este trabajo se analizaron los cambios que ocurren a nivel de la acumulaci6n

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 reci6n

cosechados  y  en   frutos   maduros,   se  observ6   un   aumento   en   la   acumulaci6n   del

transcrito   de   PpPG   y   PpExp,      lo   que   coincide   posteriormente   con   la   actividad

enzimatica y acumulaci6n de la  proteina,  respectivamente,  en cambio  para  PpPME se

observ6 que para frutos recien cosechados la acumulaci6n de transcrito fue mayor que

el  nivel de transcrito del fruto maduro.  Por otra  par{e  la actividad  enzimatica de  PpPME

es  similar en  ambos  casos.  Si  estas  tres  proteinas  acttlan  coordinadamen{e,  con  los

resultados   obtenidos   y   la   evidencia  de   litera{ura   (Brumell   y   col.   2004a;   MCQuenn-

Mason   y   Cosgrove,   1994),   es   consecuente   pensar   que   Pectina   metilesterasa   y
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Expansina actuarfan en etapas tempranas de la maduraci6n, para permitir el acceso de

otras   enzimas   a   sus   substratos,   en   la   que   Expansina   interrumpiria   la   uni6n   de

interacciones  no  covalentes  entre  componentes  polim6ricos,  y  con  esto,  PME  podria

tener   mejor  acceso   sobre   los   grupos   metilos   del   polimero   de   Ac.   Galactdronico,

permitiendo  posteriormente  que  Poligalacturonasa  ejerza  su  acci6n  enzimatica  sobre

los   enlaces   er-1,4   del   acido   galactur6nico,   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 disminuci6n casi total en  la acumulaci6n  del  mensajero de

PpPG  y  PpExp,  efecto  reflejado tambi6n  en  la  ac{Mdad  enzimatica  de  PpPG  y en  la

acumulaci6n   de   la   proteina  de   PpExp,   esto   pudo   deberse   que  al   igual  que  otras

proteinas involucradas en los procesos de maduraci6n de los 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  observ6  que  en   nectarines  expuestos  a   bajas  temperaturas  y  que  desarrollan

harinosidad  tienen  alterada  su  capacidad  de  producir etileno,  y  por lo  tanto,  afectar  la

acci6n  regulatoria  que  puede  tener esta  hormona  sobre  la  traducci6n  del  mRNA  6  Ia

estabilidad  de  las  proteinas  de  PG  y  Exp,  al  verse  afectada  la  acumulaci6n  de  la

hormona  (Dong  y  col.  2001;  Zhou  y  col.  2000a,  2001;  Hoeberichts  y  col.,  2002).  Sin

embargo, no existe una completa anulaci6n en la acumulaci6n del transcrito de PpPG 6

de su actividad, esto debido quizas al hecho que se ocup6 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 mss de una secuencia que codifique para

PG  de  durazno,   ya   que  como  se   ha   descri{o  en   la   li{eratura,   se   han  encontrado

alrededor de 50 genes codificantes para PG en Arab/.dosps/.s tha//.ana (The Arabidopsis
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Genome  lniciative,  2000) (Had field y Bennett,1998).  En todo caso si  la  sonda  utilizada

reconoce otro transcrito  este  deberia tener una alta  homologia y  un tamaj]o  similar al

descrito en este trabajo.  Por o{ra parte, experimen{os con  plantas transg6nicas indican

que  la  supresi6n  en  la  expresi6n  de  un  gen  de  PG tiene  un  pequefio  efecto  sobre  el

desensamble  de  pectinas  sugiriendo  que  existe  una  redundancia  en  la  actividad  de

Poligalac{uronasa  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, analisis de aljneamiento de esta sonda de PG con  una base de datos de EST

para  Prunus pers/.ca  del  proyecto  Genoma  lniciativa  Chile  (datos  no  mostrados),  nos

muestra    que    de    las    43    secuencias    anotadas    con    una    putativa    funci6n    de

Poligalacturonasa,  la secuencia de la sonda disefiada  para  PpPG alinea con 26 de las

secuencias anotadas (dato no mostrado).

Como  se  mencion6  anteriormente,  Ios  genes  que  son  regulados  por  etileno

sufren   una   regulaci6n   negativa   al   verse   expuesto   a   bajas  temperaturas   dado   la

alteraci6n  que  ocurre  en  la  via  de  esta  hormona,  Io  que  nos  lleva  a  pensar que  si  la

dependencia de esta hormona es tan estrecha, no veriamos acumulaci6n del transcrito

en  procesos  posteriores,  ya  que fue  interrumpida  su  regulaci6n  positiva.  Sin  embargo,

los  resultados  para  la  expresi6n  genica  de  PG  y  Exp,  6   la  actividad  enzimatica  6

acumulaci6n   de   la   proteina,   muestran   un   aumento   respectivamente,   tanto   en   la

variedad   DFL   como   en   DOH   cuando   el   fruto   madura   despues   de   haber   sido

almacenado a  0°C  (15M y 30M).  Se ha descrito en plantas, que despu6s de 3  dias de

aplicado  un stress como frio, se observa  un aumento en  la cantidad  de etileno  medido

(Steams y  Glick,  2003).  Si  pensamos  solamente  en  la dependencia  en  expresi6n  que

tienen   PG  y  Exp  con  etileno,  puede  explicarse  el  hecho  de  tener  un  aumento  en
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mensajero  y  actividad  enzimatica  y  acumulaci6n  de  proteina  de  estos  dos  genes,  ya

que  el  stress  provocado  por  la  exposici6n  a  bajas  temperaturas  haria  aumentar  la

cantidad   de  etileno  end6geno  y  por  ende,   regular  de  forma   positiva  estos  genes,

aumentando su expresi6n, con la posterior consecuencia de ablandamiento del fruto en

la post-cosecha.

Como  se  mencion6  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  enzimaticas  de  PG  y  PME,  encontfandose  que  por  si  solas  no  eran

capaces   de   explicar   la   harinosidad   que   desarrollan   cada   variedad   evaluada.   Sin

embargo,  pensando  que  estas  dos  enzimas  actdan  de  forma  coordinada,  estudiamos

la  raz6n  de  sus  actividades,  encontrando  una  tendencia  a  aumentar  cuando  el  fruto

pasaba  de  una  condici6n  de  pulpa firme  a  una  condici6n  de  pulpa  blanda,  es  decir,  el

paso  a  un  fruto  con  madurez  comestible  (8,9-17,8  N).  Esta  tendencia  a  aumentar  la

raz6n   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 relaci6n con

el  fruto  firme.  El  analisis  realizado  sobre  las  actividades  de  los  frutos  que  presentan

harinosidad  (30MH),  nos muestra que  la  raz6n  de  PG/PME aumenta  en  relaci6n  con  el

fruto  firme  de  la  misma  condici6n  (F30),  sin  embargo,  el  mismo  analisis  pero  con  el

fruto jugoso  (30MS),  nos  muestra  que  la  raz6n  de  PG/PME  es  menor  en  el  durazno

harinoso due en el durazno con jugo.  Esto lleva a pensar, que efectivamente ocurre un
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desbalance en las actividades de Poligalacturonasa y Pectina Metilesterasa, Ias cuales

posiblemente se encuentren coordinadas.

Como se mencion6 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 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,  encontfandose  que  no  existe

una   correlaci6n   directa   entre   la   actividad   de   estas   enzimas   y   la   harinosidad   que

desarrollan  las variedades  evaluadas.  Sin embargo,  pensando que estas dos enzimas

actdan de forma coordinada, estudiamos   la raz6n de sus actividades, encontrando una

tendencia  a  aumentar  cuando  el  fruto  pasa  de  una  condici6n  de  pulpa  firme  a  una

condici6n  de  pulpa  blanda,  es  decir,  el  paso  a  un  fruto  con  madurez  comestible  (8,9-

17,8  N).  Esta  tendencia  a  aumentar la  raz6n  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   relaci6n   con   el   fruto   firme.   El   analisis   realizado   sobre   las

actividades de los frutos que presentan harinosidad  (30MH),  nos  muestra que la raz6n

de  PG/PME  aumenta  en  relaci6n  con  el  fruto  firme  de  la  misma  condici6n  (F30),  sin

embargo,  el  mismo  analisis  realizado  en  frutos  almacenados  en  frio  por 30  dias  pero

que {odavia  presentan jugo  (30MS),  nos  muestra  que  la  raz6n  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 encLlentren coordinadas.
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El aumento  6 disminuci6n  de  la raz6n de PG/PME descrito en  la literatura,  no

explica  si  los  cambios  en  la  raz6n  son  producto  de  los  cambios  en  una  6  ambas

actividades   enzimaticas,   especialmente   la   de   PME,   ya   que   como   se   mencion6

anteriormente,  no existe  un consenso si  la actividad  de  PME se  mantiene,  aumenta 6

disminuye durante  la  postcosecha del fruto.  Los datos  nos  muestran  por ejemplo,  que

el  aumento de  la  raz6n  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,  situaci6n  que  se  refleja  para  Fancy  Lady y  O'Henry.

Posteriormente,  luego  que  la fruta  se almacen6  por 15  dias  a  0°C,  se  observa  que  el

aumento  en  la  raz6n  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  situaci6n  similar,  donde  la  actividad  de  PG  aumenta

aproximadamente 4 veces (Fig. 58) y la actividad de PME aumenta solo  1.3 veces (Fig.

98).  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 pfacticamente no aumenta (en 30MS).  Pero en el

fruto  harinoso,  la  actividad  de  PG y de  PME  no  Gambia,  respecto  del fruto firme  (F30).

En   la   variedad   O'Henry,    el   fruto   que   presenta   jugo   despu6s   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  aumen{a     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   relacj6n   entre   las

actividades   enzimaticas   estudjadas  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 relaci6n de  PG/ PME cercana a la condici6n

de   un   fruto  jugoso,   sera   capaz   de  soportar  mejor  las   largas   exposiciones  a  frio,

manteniendo la calidad del fruto y por lo tanto mejores condiciones para su exportaci6n

y posterior comercializaci6n.
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CONCLUSIONES

•             En  los  diferentes  estados  de  postcosecha  no  se  observa  una  relaci6n  directa

entre la acumulaci6n del transcrito y actMdades enzimaticas de Poligalacturonasa y

Pectina Metilesterasa.

•             La   exposici6n    a    bajas   temperaturas   disminuye   de   forma   acentuada   la

acumulaci6n  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  Poljgalacturonasa y

Expansina.

•             Los  resultados  indican  que  el  almacenamiento  por frio  provoca  un desbalance

en  el  nivel  de  enzimas  y  proteinas  involucradas  en  el  metabolismo  de  la  pared

celular   de   Prunus   pers/.ca,   sin   embargo,   la   comparaci6n   de   los   niveles   de

transcritos de PG,  PME y Expansina asi como los niveles de actividad enzimatica y

protefna     correspondiente     en     variedades     que     poseen     diferencias     en     la

susceptibmdad   a   tornarse   harinosas   no   mostraron       grandes   diferencias   de

comportamiento  excepto   por un  leve  cambio  en  la  raz6n  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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