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RESUMEN I | ABSTRACT I

El segmento parcial de un cDNA designado
como PgEXP1, codificante para un homdlogo de
expansinas, fue aislado y caracterizado de fruto
maduro de guayaba (Psidium guajava L.). El and-
lisis bioinformdtico reveldé que PgEXP1 contiene
parte de los dos dominios caracteristicos de las
o-expansinas. Asimismo, el drbol flogenético mos-
tré gran relacion con la a-expansina de jitomate
(Solanum lycopersicum L.) que es especifica de
la maduracion de este fruto. Los estudios de ex-
presidon mediante RT-PCR, realizados en diferen-
tes tejidos de la planta y en el estado ocho de
maduracién del fruto, demostraron que la expre-
sion sélo es en fruto maduro. Mediante Northern
blot se analizd la expresidn en ocho estados dife-
rentes de maduracion del fruto, que se encontrd
principalmente en los Ultimos tres estados. Esta in-
vestigacién demuestra que PQEXPT es especifico
de la maduracién del fruto de guayaba.

Palabras clave: Psidium guajava L., Solanum lycopersicum
L., a-expansinas, maduracién, homodlogo, expresion.
Keywords: Psidium guajava L., Solanum lycopersicum L.,
o-expansins, ripening, homologous, expression.

Recibido: 21 de Noviembre de 2012, aceptado: 1 de Febrero de 2013

! Departamento de Quimica, Centro de Ciencias Basicas, Universi-
dad Auténoma de Aguascalientes.

2 Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de San
Luis Potost.

* Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica.

*  Autor para correspondencia: jfmoral@correo.uaa.mx

The partial segment of a cDNA, designated
PgEXPI1, coding for a homologue of expansins,
was isolated and characterized from ripe guava
fruit (Psidium guajava L.). The bioinformatics analy-
sis revealed that PGEXP1 contains part of two do-
mains characteristic of the a-expansins. Also, the
phylogenetic tree shows a great relationship with
the a-expansin of tomato (Solanum lycopersicum
L.) whichis specific for fruit ripening. Expression stu-
dies by RT-PCR performed in different tissues of the
plant and fruit ripening of eight states, showed that
the expression is only in ripe fruit. Expression in eight
different states of ripeness was analyzed by Nor-
thern blot and found mainly in the last three states.
The analysis of these results shows that the PGEXP1
is specific for guava fruit ripening.

INTRODUCCION I

Durante la maduracién de frutos ocurren cam-
bios fisioldgicos, bioquimicos y estructurales. Entre
estos destacan la produccién de azUcares solu-
bles, sintesis de pigmentos y compuestos voldtiles,
e hidrdlisis de polisacdridos de almacenamiento
(Bennet, 2002); en consecuencia, el fruto sufre un
ablandamiento que determina la calidad y vida
después de la cosecha (Nishiyama et al., 2007). El
ablandamiento se debe en gran medida al des-
embalaje de los componentes de la pared ce-
lular primaria, y provoca principalmente la des-
polimerizacion y solubilizacién de polisacdridos
como pectinas y hemicelulosas. Asi, durante el
proceso de maduracién hay una alta expresion
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de genes especificos, proteinas y actividades en-
zimdticas asociadas con la hidrdlisis de la pared
celular (Giovannoni, 2004).

Existen proteinas y enzimas relacionadas en la
modificacién de la pared celular, como las poli-
garacturonasas (PGs) que contribuyen a la mo-
dificacién de la pectina y el desembalaje, vy las
endoglucanasas (EGs) relacionadas con el inicio
de la maduraciéon y ablandamiento de muchos
frutos (Libertini et al., 2004). Sin embargo, en plan-
tas transgénicas de jitomate (Solanum lycopersi-
cum L.), donde se expresan los genes alterados
de PGy EG, los frutos muestran un ablandamien-
to normal, lo que sugiere que la expresién de un
sélo genrelacionado con la pared celular es insu-
ficiente para ocasionar los efectos del ablanda-
miento (Hiwasa ef al., 2003).

La maduracién del fruto requiere multiples en-
zimas que actlen sinérgicamente al modificar la
pared celular; una clase de proteinas, llamadas
expansinas, actia primero sobre la pared celular,
promueve el ablandamiento y la extension de la
pared, y permite que enzimas especificas ejerzan
su actividad (Cosgrove et al., 2002). En estudios
con células in vitro, las expansinas inducen la mo-
dificacién de la pared celular de manera depen-
diente de pH, pero no hay actividad de hidrolasas
o fransglicolasas. Estas proteinas estdn conforma-
das por una gran familia de genes y estédn divi-
didas en varias subfamilias: a-expansinas (EXPA),
B-expansinas (EXPB), y-expansinas, §-expansinas y
las parecidas a las o (EXPLA) y las parecidas a B
(EXPLAB).

Las expansinas son importantes en el alargo-
miento celular, abscision, germinacion, respuesta
a estrés, parasitismo, mediadores de accidn hor-
monal y en el ablandamiento del tejido del fru-
to (Choi et al., 2006). En este Ultimo proceso, las
expansinas son diferencialmente reguladas vy la
expresidn de algunos genes estd correlacionada
con el aumento en el tamano del fruto, mientras
que ofros genes se incrementan en el proceso de
maduracién, como en tomate, fresa (Fragaria x
anannassa L.) y pera (Pyrus communis L.) (Cive-
llo et al., 1999; Harrison et al., 2001; Dotto et al.,
2006). Estas investigaciones muestran que varios
genes de expansinas se expresan en diferentes
estados de maduracién y otfros actuan en or-
ganos especificos; por ejemplo, una expansina
(LeEXP1) especifica de la maduracién del fru-
to del jitomate exhibe muchos RNA mensajeros

(Rose et al., 1997); ademds, se han identificado
muchos cDNAs relacionados con LeEXPT durante
la maduracion; por ejemplo, en meldn (Cucumis
melo L.) y fresa, que muestran la caracteristica de
un rdpido ablandamiento durante el proceso de
maduracién (Dotto et al., 2006).

El fruto de guayaba (Psidium guajava L.) es cli-
matérico con sobremaduracion en poscosecha,
lo que repercute en grandes pérdidas econd-
micas para los productores. Los estudios bioqui-
micos de la maduraciéon en este fruto muestran,
pérdida de firmeza y ablandamiento en corto
tiempo, coincidente con la despolimerizacion de
la pared celular ocasionada por enzimas como
poligaracturonasa, celulasa y pectina metil este-
reasa (Jain et al., 2001a; Jain ef al, 2003b). Sin
embargo, hay pocos estudios moleculares sobre
la actividad de estas enzimas y en especial de
expansinas que podrian estar implicadas durante
la maduracion del fruto de guayaba. Por tanto,
el objetivo de este trabajo fue aislar y caracteri-
zar un gen de una a-expansina y analizar su ex-
presidon en diferentes érganos de la planta y en
ocho diferentes estados de maduracion del fruto.

MATERIALES Y METODOS I

Frutos de guayaba var. Media China de la se-
leccion 126, asi como hojas, tallos y raices fueron
colectados de un Unico drbol, del banco de ger-
moplasma Campo experimental Los canones del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), que se localiza a
21° 457 N; 102° 58" W y 1500 msnm en el estado de
Zacatecas, México. Las muestras de fruto fueron
clasificadas con base en la caracterizacion visual
de firmeza y pigmentacién, en ocho estados de
maduracién. Las muestras de hojas, tallos y raices
fueron recolectadas del mismo drbol e inmediata-
mente congeladas en nitrdgeno liquido y almace-
nadas a -80 °C hasta su uso.

Extraccion de ARN y amplificaciéon mediante
RT-PCR

La extraccion de RNA total de las muestras se rea-
lizé siguiendo el protocolo del fabricante RNA rea-
gent (Invitrogen™). El RNA total de muestras de fru-
to y de tejido vegetativo de raiz, tallo y hoja se usd
para sinfetizar la primera cadena de ADNc con
la enzima AMV reverse transcriptase first-strand
cDNA synthesis kit (Invitrogen™), y subsecuente-
mente fueron utilizadas como molde para la am-
plificacién por PCR. Los oligonucledtidos utilizados
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fueron: 5'gcacatgctacattttacggg v 3'aattggggo-
caaaattggcaa; para la amplificacion se utilizé el
propuesto por Rose et al. (1997). Se utilizaron 0.5 ug
de ADNCc por 40 ciclos (94 °C por 1 min, 50 °C por 1
min, y 72 °C por 3 min) en el termociclador Corbeft
research. El fragmento amplificado fue purificado
mediante el kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery
Kit (ZIMQO), y posteriormente clonado en el vector
pGEM-easy (Promegal). El fragmento fue enviado
al Laboratorio Nacional de Gendmica para la Bio-
diversidad (LANGEBIO) para su secuenciacion.

Andlisis bioinformdtico de la secuencia del cDNA
La secuencia de nucledtidos (PGEXPAT) fue tradu-
cida a aminodcidos mediante el servidor http://
expasy.org/proteomics; posteriormente se realizé
una busqueda de similitud mediante BLAST, he-
rramienta de busqueda bdsica mediante alinea-
miento global (Altschul et al., 1990), en el sitio web
de la NCBI. El drbol flogenético fue generado a
partir de la secuencia deducida de aminodcidos
de PgeXPAT y 30 expansinas homodlogas de ofras
plantas con el programa de alineamiento mul-
fiple ClustalW2 del website del Instituto Europeo
de Bioinformdtica (EBI), por medio del método
de UPGMA basado en el porcentaje de identi-
dad de las secuencias, con la indicacion en cada
rama del arbol de la distancia media (Larkin et al.,
2007). Elnumero de acceso de las secuencias que
se analizaron registradas en el GenBank son: du-
razno (Prunus persica L.), POEXPAT( BAC66787.1);
arroz (Oryza sativa L.), EXPA3_ORYSJ (Q40637.2),
EXB15_ORYSJ (Q7XT40.2), EXLA2_ORYSJ (Q7XCLO),
EXLB1_ORYSJ (Q850K7.2) y EXPB2_ORYSJ (024230);
tomate, LeEXP1 (AAC63088); Arabidopsis thaliana,
expansinAé (NP_180461.1A6), EXPB2_ARATH (Q9S-
HYé6.2), EXLA1_ARATH (Q9LZT4.1) y EXLB1_ARATH
(©23547.2); maiz (Zea mays L.), beta-expansin 1
(ZMEXPB; AAK56124.1); pepino (Cucumis satfivus L),
expansin S1 precursor (EXPS1pre_CS; AAB37746.1),
expansin S2 precursor (EXPS2pre_CS; AAB37749.1)
y Dictyostelium discoideum: Dicdi (XP_647352.1).
La identificacién de los dominios conservados de
la secuencia putativa de aminodcidos se realizd
en el servidor de PROSITE (De Castro et al., 2006).

Andlisis tipo Northern blot

Se exfrajo RNA total de los ocho estados de ma-
duracién de fruto de acuerdo al protocolo del fa-
bricante RNA Reagent (Invitrogen). Se analizaron
muestras de 30 ug de RNA por electroforesis en
geles de agarosa al 1.2% (w/w) y en geles desna-
turalizantes de formaldehido al 1%. Dichos geles se
fransfirieron a membranas Hybond-N (Amersham-
Pharmacia Biotech). El marcaje de PgEXPAT vy la

hibridacion de la membrana fueron acordes al
protocolo de Alkaphos (GE, Healthcare). La mem-
brana fue expuesta 2 h a pelicula de rayos X (X-
OMATAR, KodakTM) a temperatura ambiente. La
pelicula fue revelada con los reactivos de revela-
do vy fijador de Kodak™

RESULTADOS I

Los resultados de este estudio revelaron la presen-
cia de un fragmento de aproximadamente 885
pb sélo en fruto; para tallo, raiz y hoja no se detec-
t6 senal (Figura 1A). Como testigo de este andilisis
se llevd a la par un RT-PCR con oligonucledtidos
dirigidos para genes de actina. Se detectd la ban-
da correspondiente en todos los tejidos analizados
(Figura 1B).

Andlisis bioinformatico

La secuenciaciéon parcial del cDNA de fruto ma-
duro reveld una longitud de 885 pb. El andlisis
de nucledtidos en la base de datos del GenBak
mostrd que el fragmento aislado tiene alto grado
de homologia con otros genes de expansinas de
plantas. La secuencia parcial del cDNA fue desig-
nada como PgEXPAT y con nUmero de acceso d
la base de datos de FJ744120.

La proteina deducida de PgEXPAT presenta
parte de los dos dominios conservados de las ex-
pansinas; un dominio parecido al de la familia de
las 45 endoglucanasas (Expansin_EG45) porque
muestra cuatro residuos de cisteinas (C) y el mo-

900 pb <1000 pb

600 pb ...“

Figura 1. Anélisis de la expresion de PgEXPA1 mediante
RT-PCR en diferentes tejidos de guayaba. A. F) fruto maduro
estado 8, H) hoja, R) raiz, T) tallo y M) marcador peso mole-
cular 1 Kb. B. Expresién para genes de actina en diferentes

tejidos de guayaba. F) Fruto maduro estado 8, H) hoja,
R) raiz, T) tallo y M) marcador peso molecular 1 Kb.



INVESTIGACION

¥ CIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 58, (5-11) Mayo-Agosto 2013

tivo HFD, y el otro dominio hacia el extremo del
carboxilo terminal (Expansin_CBD), donde estdn
presentes residuos de triptéfano (W) (Figura 2).

El alineamiento multiple de la secuencia
deducida de aminodcidos de PgeEXPAT con di-
ferentes secuencias de aminodcidos de expan-
sinas mostré un rango de homologia desde 65%
hasta 90%, mostrando la mayor homologia con
la LeEXPI. A partir de este alineamiento, se ge-
nerd un drbol flogenético que muestra cuatro
grupos diferentes de las expansinas; indicé que la
PgEXP1 estd clasificada dentro del grupo de las

A
PHEDLAMPNF LKLAQYRAG A

16 - 125: score = 26.838
B

1
= 282 aa

( ) C
243 -282: score = 12.876 D

o-expansinas, quedd fuera del grupo la secuen-
cia de Dictyostelium discoideum (Dicdi) clasifica-
da como una proteina que contiene un dominio
parecido a las expansinas pero no tiene funcion
biolégica de expansina (Figura 3).

Figura 2. Dominios conservados de las expansinas. A. Se-
cuencia parcial deducida de la PgEXPAI, donde se marca
el motivo conservado HFD, B. Dominio parecido a la EG45;
en verde se presentan dos de los residuos de Cisteina, C.
Esquema de los dos dominios de PgEXPAL, D. Secuencia
parcial del dominio de unién a polisacéridos (PROSITE).
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Figura 3. Arbol filogenético con 14 secuencias correspondiente a la secuencia de aminoacidos de expansinas y la secuen-
cia deducida de PgEXP1. Como control externo se incluyd la expansina (Dicdi). El arbol filogenético se generé mediante el
programa de Clustal W2 (Larkin et al., 2007) y las secuencias de aminoécidos se describen en la seccién de metodologia.
Las diferentes secuencias pertenecen a la superfamilia de expansinas que fueron agrupadas en cuatro diferentes familias;
“o-expansinas, f-expansinas, expansinas parecidas a o y B-expansinas” (Sampedro y Cosgrove, 2005), donde PgEXP1 fue
incluido en la familia de o-expansinas. Cada rama indica la distancia media basada en el porcentaje de identidad de secuencia.
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Figura 4. Anélisis de la expresién mediante RT-PCR
de PgEXPAI en cuatro diferentes estados de desarrollo
del fruto de guayaba. S1 y S5 son los estados verdes
de maduracién, S7 y S8 son los estados de fruto maduro.

Andilisis de la expresion

Para verificar que la expresion de PGEXPAT es en
fruto maduro, se realizd un RT-PCR, tomando los
estados verdes del fruto (S1y S5) y los dos Ultimos
(S7 y S8); este andilisis indicd la expresidn en los
estados S7 y S8 (Figura 4). Tomando en cuenta
lo anterior, se realizd un andlisis tipo Northern blot
en los ocho estados de maduracidén del fruto y se
mostré que PgEXPAT tiene una expresion en los
Ultimos tres estados: premaduro (S6), maduro (S7)
y sobremaduro (S8) (Figura 5).

DISCUSION —
Los resultados obtenidos son muy similares a los
de Rose et al. (1997), quienes reportaron la iden-
tificacion de una expansina especifica de la ma-
duracién del fruto de tomate (LeEXPI1), que ex-
hibe altos niveles de ARNm en este estado. Los
oligonucledtidos utilizados en este estudio se di-
senaron con base en los propuestos por Rose ef
al. (1997). pero la secuencia de nucledtidos fue
de acuerdo a la serie reportada del gen LeEXPI,
por lo cual se deduce la identificacion de una ex-
pansina especifica de maduracién en guayaba.

Segun estudios bioinformdticos, las expansi-
nas son codificadas por miembros de una familia
multigénica, que constan de tres dominios con-
servados: un péptido senal en el extremo amino
terminal, un dominio que se postula de unidn a
polisacdridos (CBD; por las siglas en inglés) hacia
el carboxilo terminal, y un dominio central pare-

(s1_s2 S7_ S8

S3_S4 S5 6

Figura 5. Andlisis por Northern blot de PJEXPAT en dife-
rentes estados de maduracién del fruto de guayaba. En los
Gltimos tres estados de maduracion, se observa una fuerte

expresion del gen.

cido al de la familia de las 45 endoglucanasas
(EG45) que contiene un motivo histidina-fenilala-
nina-aspartato (HFD) y varios residuos de cisteinas
(C) gue se cree funcionan en la actividad catali-
tica (Cosgrove et al., 2002).

PgEXPAT1 sélo muestra dos de estos dominios,
ya que la regién de amplificaciéon no abarcd el
extremo del amino terminal completo, donde
estd presente el péptido senal; sin embargo, tie-
ne parte de los dos dominios caracteristicos pre-
sentes en muchas a-expansinas. Choi et al. (2006)
indican que la mayoria de las a-expansinas con-
tienen ocho residuos de C en el extremo amino
terminal, cuatro residuos de triptdéfano (W) hacia
el carboxilo terminal y el motivo HDF en la region
central.

Una de las caracteristicas principales de
la LeEXP1 es que exhibe alta acumulacion de
ARNmM durante el estado climatérico del fruto del
tomate y lo hace especifico de este estado; en lo
que respecta a PGEXPAT, también fue identifica-
do en el estado maduro de guayaba, o que de-
muestra que es especifica de esta etapa (Figura
5). En diferentes estudios de la expresion median-
te Northern blot y de hibridacién in situ, diversos
genes de expansinas son expresados en diferen-
tes érganos, tejidos y tipos de célula y responden
distinto a fratamientos hormonales de luz y polini-
zacién, asi como la programacién enddgena de
desarrollo, mostrando que las expansinas estdn
implicadas en una gran variedad de respuestas
al desarrollo y crecimiento, desde germinacién y
maduracién de frutos hasta polinizacion (Cosgro-
ve et al., 2002).

Para confirmar la expresion especifica de las
expansinas en la maduracioén de frutos, Brummell
et al. (1999) obtuvieron transformantes de tomate



10

INVESTIGACION

Y CIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 58, (5-11) Mayo-Agosto 2013

con LeEXPI, en las que observaron sobreexpre-
sibn y aumento del ablandamiento del fruto vy
rompimiento de la pared celular. En otros estudios
con fresa, pera y durazno, se ha visto la existencia
de una familia multigénica de expansinas que se
expresan en diferentes érganos de la planta y en
las etapas de desarrollo y maduracion del fruto
(Dotto et al., 2006; Hiwasa et al., 2003). En las fre-
sas y otros frutos, las expansinas muestran diferen-
tes perfiles de expresion durante la maduracion
del fruto y algunos se presentan en ofros tejidos
como hoja, raiz, tallo y estoléon (Civello et al., 1999;
Harrison et al., 2001). Con base en lo anterior, se
han postulado tres perfiles de expresion para las
expansinas: 1) durante la maduracién (up-down-
up); 2) sin cambios significativos durante la ma-
duracién (down-up-down), y 3) indetectables
durante la maduracién (Harrison et al., 2001). So-
bre estos datos y con los resultados de expresion
mediante Northern blot, se considera que el gen
de guayaba pertenece al perfil de expresion 1, al
igual que LeEXPAT. Estos resultados de expresion
de genes especificos también se han observa-
do en ofros frutos climatéricos y no climatéricos,
como en fresa para los genes FQEXP2 y FQEXP 5,y
para pera con pcEXP1, que pertenecen al perfil

LITERATURA CITADA

e ALTSCHUL, S. F., GISH, W., MILLER, W., MYERS, E. W., LIP-
MAN, D. J., Basic Local Alignment search tool. Journal
of Molecular Biology, 215, 403-410, 1990.

e BENNETT, A., Biochemical and genetic determinants of
cell wall disassembly in ripening fruit: A general model.
Hort Science, 37, 447-450, 2002.

¢ BRUMMELL, D. A., HARPSTER, M. H., DUNSMUIR, P., Di-
fferential expression of expansin gene family members
during growth and ripening of tomato fruit. Plant Mole-
cular Biology, 39, 161-169, 1999.

e CHOI, D., CHO, H. T., LEE, Y., Expansins: expanding im-
portance in plant growth and development. Physiolo-
gia Plantarum, 126, 511-518, 2006.

e CIVELLO, P. M., POWELL, A. L., SABEHAT, A., BENNETT, A.
D., An expansin gene expressed in ripening strawberry
fruit. Plant Physiology, 121, 1273-1279, 1999.

e COSGROVE, D. J., CHAO LI, L., HYUNG-TAEG, C., HOFF-
MANN-BENNING, S., MOORE, R. C., BLECKER, D., The

1 (Dotto et al., 2006; Hiwasa et al., 2003). Por otra
parte, Jain ef al. (2003b), realizaron estudios bio-
quimicos sobre la presencia y actividad de varias
enzimas hidroliticas de la pared celular en cuatro
estados diferentes de maduracion del fruto de la
guayaba, y coincidieron en que la maduracion
estd acompanada principalmente por el ablan-
damiento y despolimerizacion de varios polisacd-
ridos de la pared celular, donde actian varias
enzimas especificas.

CONCLUSIONES I
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