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Introduccién. El nopal tunero ocupa una superficie de
70,000 ha en € altiplano semiarido de México, de donde
anualmente, se obtienen mas de 330,000 ton de tuna. Las
pérdidas anuales de la produccion llegan hasta un 30% de la
produccion (1), la principal causa es el ablandamiento que
acompafia a la maduracion y a la senescencia (2). En €

ablandamiento durante la maduracion del fruto, se presentan
cambios en el metabolismo y en la estructura de la pared
celular como resultado de la actividad de algunas enzimas

entre las que se encuentran la poligalacturonasa (PG) y la

b-galactosidasa (b-gal) (3). El objetivo del trabgjo fue
obtener por RT-PCR secuencias genéticas de PG y b-gal y
evaluar su expresion durante la maduracion en tuna, que es
un fruto no climatérico.

Metodologia. Se emplearon tunas de la morfoespecie
Blanca Cristalina en tres estadios de maduracién. Para aislar
las secuencias genéticas se disefiaron oligonucleédtidos
dirigidos a las regiones conservadas de estas enzimas y se
amplificaron por RT-PCR. Después de clonar los
fragmentos obtenidos se verificé su identidad mediante un
andlisis tipo Southern blot utilizando las sondas de PG de
melon y b-gal de mango. Para obtener RNA de buena
calidad con buen rendimiento, se modifico la metodologia
propuesta por Mason y Botella (4), se empled 1nmg de RNA
total en cada reaccion de RT y 10ng en los andlisis tipo
Northern blot usados para evaluar la expresion genética de
las enzimas; la secuenciacion se realiz6 mediante el método
de terminacidn por dideoxinuclettidos.

Resultados. Por RT-PCR se obtuvieron varios fragmentos
de DNA parala PG en un rango de 200 a 400 pb, segln los
oligonucledtidos empleados; se selecciond un fragmento de
300 pb y se reamplificd, obteniéndose una sola banda de 282
pb. Parala b-gal se obtuvo un sélo fragmento del tamafio
esperado (589 pb). Los fragmentos de DNA amplificados
para PG y b-gal se clonaron en el vector pMOSBIlue
(Amersham Pharmacia). Para secuenciar se €ligié un
fragmento de PG y uno de b-gal, previamente identificados
como positivos en el Southern blot con las sondas
heterélogas. El andlisis y comparacién de las secuencias
proteinicas mostr6 para PG una identidad de 81% con la PG
de O. organensis y para b-gal del 86% con la de melon,
confirmando asi su identidad. En el andlisis Northern blot se
observé que la PG se expresa en estadio semimaduro,
aunque disminuye ligeramente en € estadio maduro. De
otra forma, la expresion de la enzima b-gal se presenta en
los tres estadios de maduracion incrementando su expresion
conforme transcurre el proceso de maduracién.
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Fig. 1 Expresion de los transcritos de PG y b-ga entunaBlance
Cristalinaen tres estadios de madurez. V verde, SM semimaduroy
M maduro.

Conclusiones. Se clonaron las secuencias genéticas de PG
y b-gal. Laexpresion de los transcritos de PG y b-gal enla
tuna de la morfoespecie Blanca Cristalina es diferencial
durante la maduracion. Se reporta por primera vez la
expresion diferencial de la enzima PG en un fruto no
climatérico. Asimismo, se evaluara la especificidad de la
expresion de PG en diferentes partes del nopal (raiz, pencay
flor), y el comportamiento de esta enzima cuando los frutos
son sometidos adiversas atmdsferas y agobios.
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