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RESUMEN

En este estudio se presentan los análisis bioinformáticos y de 
la expresión de cuatro clonas de ADNc que codifican para una 
poligalacturonasa (PG), para ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 
oxidasa (ACCo), y para dos α-expansinas (α-Exp) en guayaba (Psidium 
guajava L.). Mediante RT-PCR se obtuvo un fragmento parcial de 301 
pb (PgPG1) correspondiente a una PG que se expresa a partir de fruto 
maduro, uno de 320 pb (PgACO1) para una ACCo de fruto sobremaduro, 
y dos para α-expansinas: uno de 466 pb (PgEXP2) de fruto sobremaduro 
y otro de 362 pb (PgEXP3) de pedúnculo. El análisis bioinformático de 
los ADNc mostró que codifican para proteínas putativas con una alta 
homología con proteínas relacionadas. La secuencia de aminoácidos 
de la proteína parcial PgPG1 contiene regiones características y 
conservadas de las PGs en plantas superiores y está relacionada con 
la maduración de frutos; PgACO1 mostró características presentes 
en todas las ACCo y está relacionada con la maduración; PgEXP2 
y PgEXP3 contienen parte de los dos dominios presentes de las 
expansinas, y están agrupadas filogenéticamente con las α-expansinas. 
Los estudios de expresión mediante Dot Blot mostraron que el gen 
PgPG1 fue visible en todos los estadios de maduración del fruto, con 
mayor intensidad durante el estadio maduro; el gen PgACO1 fue visible 
en los cinco estadios de maduración del fruto y presentó su expresión 
más alta durante el estadio de transición, cuando comienza el cambio 
de color verde al amarillo (estos dos genes muestran comportamientos 
similares a los reportados en frutos climatéricos); en PgEXP2 la 
expresión génica se detectó en todos los tejidos, con un incremento a 
partir del estadio verde 2 al sobremaduro, similar al comportamiento 
reportado en frutos no climatéricos; para PgEXP3 la expresión fue 
visible en cuatro estadios de maduración del fruto y en pedúnculo, con 
mayor intensidad en el estadio maduro que en todos los demás.

Palabras clave: Psidium guajava, reblandecimiento del fruto, ACC 
oxidasa, expansinas, poligaracturonasas.

SUMMARY

Bioinformatics analysis and gene expression studies of four 
clones of guava cDNA encoding for a polygalacturonase (PG), an 
acid 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase (ACCo), and two 
α-expansins (α-Exp) in guava (Psidium guajava L.), is presented here. 
Using RT-PCR, a partial cDNA fragment of 301 bp (PgPG1) was 
associated to a PG from mature fruit, one of 320 bp (PgACO1) for an 
ACCo in overriped fruit, and two fragments for α-expansins: a 466 bp 
(PgEXP2) of overripe fruit and a 362 bp of peduncle (PgEXP3). cDNA 
analysis showed that these fragments encode putative proteins with 
high homology with related proteins. The aminoacid sequence of 
PgPG1 contains particular features and conserved regions of the PGs in 
higher plants and is related to fruit ripening; PgACO1 showed features 
present in all the ACCo and is related to fruit maturation; PgEXP2 and 

PgEXP3 partially contain two domains present in expansins; and they 
are phylogenetically grouped with α-expansins. Dot Blot expression 
studies showed that gene PgPG1 was visible in all stages of fruit 
ripening, with higher intensity during mature stage. Gene PgACO1 was 
visible in the five stages of fruit ripening, and was highest during the 
transition stage (these two genes displayed behaviors similar to those 
reported in climacteric fruits); PgEXP2 gene expression was detected in 
all tissues, with an increase from the Green Stage 2 to Overripe Stage 
1, as it has been reported in non-climacteric fruits; for PgEXP3 the 
expression was visible in four stages of fruit ripening and at peduncle, 
with highest intensity at the mature stage.

Index words: Psidium guajava, fruit softening, ACC oxidase, expansins, 
polygaracturonases.

INTRODUCCIÓN

El proceso de maduración de los frutos es una serie de 
eventos genéticamente programados, caracterizados por 
procesos bioquímicos y fisiológicos que alteran su firmeza, 
color, sabor y textura (Nishiyama et al., 2007). El etileno es 
la principal molécula involucrada en estos procesos porque 
coordina numerosas vías metabólicas esenciales en la ma-
duración de los frutos. Su presencia provoca un incremento 
en los niveles de enzimas hidrolíticas que reblandecen los 
tejidos, produce hidrólisis de productos almacenados, in-
crementa la velocidad de respiración y modifica la pigmen-
tación.

Durante la biosíntesis de etileno se lleva a cabo la con-
versión de S-adenosil metionina (SAM) a 1-aminociclopro-
pano-1-carboxilato (ACC), reacción bioquímica catalizada 
por la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa 
(ACCs) y la posterior conversión de ACC a etileno cataliza-
da por la ACCo. Por tanto, la modulación de estas enzimas 
podría cambiar la cantidad de etileno producido y con ello 
el proceso de maduración (De la Cruz et al., 2010). En este 
tema se han publicado varios estudios enfocados a diluci-
dar la participación de genes de ACCo en la producción 
de etileno durante la maduración de los frutos, como en 
guayaba enana (Psidium guajava L.) (Agüero et al., 2003) 
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y en papaya (Carica papaya L.) (López-Gómez et al., 2004).

El ablandamiento del fruto durante la maduración es un 
proceso complejo que resulta de numerosas modificaciones 
en la arquitectura de la pared celular. Durante este proceso, 
la degradación de pectinas y hemicelulosas contribuye a la 
pérdida de integridad de la pared celular (Sharova, 2007), 
degradación que es catalizada por hidrolasas de la pared 
celular relacionadas con la maduración en frutos. Entre 
las hidrolasas más estudiadas están las poligalacturonasas 
(PGs) (Hadfield y Bennett, 1998), que muestran dramáticos 
incrementos en su actividad y en los niveles de RNAm du-
rante la maduración de frutos como pera (Pyrus communis 
L.) (Hiwasa et al., 2003) y guayaba (Agüero-Chapin et al., 
2006), lo que demuestra el papel importante que juegan en 
la maduración.

Otras proteínas que modifican a la pared celular durante 
este proceso son las expansinas (Sharova, 2007), que están 
involucradas en la extensión y ablandamiento de la pared 
celular vegetal, mediante la ruptura de los puentes de hi-
drógeno que mantienen unidas a las cadenas de celulosa y 
hemicelulosa, sin producir hidrólisis.

En plantas las expansinas tienen diferentes funciones, en-
tre ellas la maduración del fruto. La proteína tiene un peso 
molecular entre 25 y 27 kDa y contiene dos dominios, uno 
hacia el extremo amino con estructura y secuencia similar 
a la familia de las 45 endoglucanasas, e incluye el motivo 
conservado HFD; el otro dominio está hacia el extremo 
carboxilo y se ha postulado como sitio de unión a polisa-
cáridos porque posee varios residuos de triptófano (Sam-
pedro y Cosgrove, 2005). Se han identificado, clonado y 
secuenciado genes de expansinas relacionados con la ma-
duración en especies como tomate (Solanum lycopersicum 
L.) (Brummell et al., 1999) y fresa (Fragaria × ananassa D.) 
(Harrison et al., 2001).

La guayaba es un típico fruto climatérico que exhibe un 
incremento en la respiración y en la producción de etile-
no durante la maduración (Jain et al., 2003), gas que juega 
un papel importante en la regulación de este proceso y el 
ablandamiento del fruto, de manera que promueve la ex-
presión de genes relacionados con la maduración del fruto, 
entre ellos los implicados en la modificación de la pared 
celular, como las PGs (Hiwasa et al., 2003) y expansinas 
(Sharova, 2007). Jain et al. (2003) registraron la máxima 
actividad de PGs y de otras enzimas hidrolasas cuando el 
fruto de guayaba llegaba a sus estadios de maduro y so-
bremaduro y comenzaba a ser evidente su ablandamiento, 
de lo cual postularon que la actividad de las PGs contri-
buye sustancialmente en el ablandamiento de la guayaba. 
También las proteínas α-expansinas se han asociado con 
el ablandamiento del fruto, como en fresa (Harrison et al., 

2001), y se ha propuesto que contribuyen al ablandamiento 
al facilitar el acceso de las hidrolasas a los polímeros de la 
pared celular (Rose y Bennett, 1999).

En comparación con otros frutos climatéricos como to-
mate, melón (Cucumis melo L.), papaya y otros más, en 
guayaba se han realizado escasos estudios y avances en el 
análisis molecular y genético de su maduración, lo que res-
tringe la aplicación de tecnologías moleculares que podrían 
ofrecer nuevas soluciones a las exigencias actuales para el 
cultivo de este fruto.

Por ello, el objetivo del presente trabajo fue realizar es-
tudios a nivel bioinformático y molecular para aislar, iden-
tificar y caracterizar cuatro secuencias parciales de ADNc 
que sugieren correspondencia con los genes de ACCo, PGs 
y α-Expansinas, involucrados en la maduración del fruto 
de guayaba. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Frutos de guayaba var. ‘Media China’ de la selección 126, 
fueron colectados de un único árbol del banco de germo-
plasma del Campo Experimental “Los Cañones” del Ins-
tituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y 
Pecuarias (INIFAP), el cual se localiza en el Estado de Zaca-
tecas, México (21° 45' LN; 102° 58' LO; 1500 msnm). Los 
frutos fueron clasificados en cinco estadios de maduración, 
que se caracterizan por diferencias en tamaño, firmeza y co-
lor: 1) Verde 1, V1 (100 % verde y pequeño), 2) Verde 2, V2 
(100 % verde y mediano), 3) Transición, T (50 % amarillo 
y 50 % verde), 4) Maduro, M (100 % amarillo), y 5) So-
bremaduro, S (80 % amarillo y 20 % café). En cada estadio 
se tomaron muestras de frutos por triplicado, así como de 
hojas y pedúnculos para los análisis moleculares. Todas las 
muestras fueron inmediatamente congeladas en nitrógeno 
líquido y almacenadas a -80 °C hasta su uso.

Extracción de ARN y análisis RT-PCR

Se extrajo ARN total de fruto, hoja y pedúnculo con el 
protocolo descrito por López-Gómez y Gómez-Lim (1992), 
más un paso adicional para la precipitación de polisacá-
ridos (Asif et al., 2000). El ARN total obtenido se utilizó 
para la síntesis de ADNc con el paquete ThermoScriptTM 
RT-PCR System Kit (Invitrogen), con las indicaciones del 
fabricante. Los ADNc obtenidos fueron utilizados para am-
plificar los genes de interés mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) en un termociclador Palm-Cycler® 
(Corbett Research). 

Los dos oligonucleótidos utilizados para PG fueron: F: 
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AGYCCIAAYACIGAYGGIRTICA, y R: CARTARTDYT-
GRTCDATIAYDATIGG; con las siguientes condiciones 
para la PCR: 94 °C por 1 min, 40 °C por 2 min y 72 °C 
por 3 min, por 35 ciclos (Hiwasa et al., 2003). Para las 
α-expansinas: F: GSNCAYGCNACNTTYTAYGGNG, y 
R: YTGCCARTTYTGNCCCCARTT, diseñados de las 
zonas conservadas de un alineamiento múltiple de varias 
α-expansinas; en este caso las condiciones para la PCR fue-
ron: 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min y 72 °C por 3 min, 
durante 40 ciclos. Para ACCo: F: GCNTGYSARAANT-
GGGGNTT, y R: NGGYTCYTTNGCYTGRAAYTT; con 
las condiciones para la PCR de 94 °C por 1 min, 55 °C por 
2 min y 72 °C por 3 min, por 30 ciclos (Nakatsuka et al., 
1998). 

Los fragmentos amplificados fueron separados por elec-
troforesis en geles de agarosa 1 % mediante la aplicación 
de 90 V durante 40 min, y posteriormente teñidos con 
bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta. Las 
bandas de interés fueron extraídas del gel de agarosa y pu-
rificadas con el método ZymocleanTM Gel DNA Recovery 
Kit (ZIMO). Posteriormente, se realizó la secuenciación de 
cada fragmento con el paquete BigDye® Terminator Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems®).

Análisis de secuencias

A cada ADNc se le asignó un nombre correspondiente al 
gen que presuntamente codifica: PgPG1, PgACO1, PgEXP2 
y PgEXP3, y fueron traducidos in silico a secuencias de ami-
noácidos mediante el uso de la plataforma bioinformática 
ExPASy (Expert Protein Analysis System) del SIB (Swiss 
Institute of Bioinformatics) (Artimo et al., 2012) [http://
www.expasy.org]. Estas secuencias se sometieron a una 
comparación de similitud contra las secuencias del banco 
de datos, con el programa bioinformático BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) del NCBI (Altschul et al., 
1990) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]. Con las secuencias 
de aminoácidos correspondientes a cada ADNc se hizo un 
alineamiento múltiple con diferentes secuencias de ami-
noácidos relacionadas, mediante el programa ClustalW2-
Multiple Sequence Alignment del Instituto Europeo de 
Bioinformática (EBI) (Larkin et al., 2007) [http://www.ebi.
ac.uk]. En cada alineamiento se generó un dendrograma 
con el método UPGMA basado en el porcentaje de identi-
dad de las secuencias, con el programa Clustal W2 (Larkin 
et al., 2007). Al final, las cuatro secuencias de ADNc se in-
gresaron a la base de datos del NCBI. 

Análisis de la expresión génica por hibridación 
Dot-Blot

Se utilizaron 3 µg de ARN total de hoja, pedúnculo y 
fruto de cinco estadios de maduración, transferidos a una 

membrana de nilón HybondTM-N+ (Amersham) median-
te fuerza de vacío. Se utilizó como sonda a los ADNc de 
PgPG1, PgACO1, PgEXP2 y PgEXP3. Treinta nanogramos 
de cada ADNc fueron marcados con [P32]dCTP (3000 Ci 
nmol-1), mediante el método RediprimeTM II Random Pri-
me Labelling System (GE Healthcare). Para cada membrana 
con su sonda, la hibridación se hizo durante 2 h a 70 °C en 
el amortiguador de hibridación de Amersham Rapid-hybTM 
Buffer (GE Healthcare). Pasado ese tiempo, las membranas 
se lavaron conforme al protocolo descrito por Sambrook y 
Russell (2001), y posteriormente se expusieron a una pelí-
cula sensible a rayos-X (Kodak® BioMax® MR film) du-
rante 5 h a -70 °C, y finalmente se revelaron.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se obtuvieron cuatro ADNc a partir de ARN total: uno 
de fruto maduro para una PG (PgPG1), dos de fruto sobre-
maduro, uno para ACCo (PgACO1), y el otro para una ex-
pansina (PgEXP2); y uno de pedúnculo para otra expansina 
(PgEXP3). Sus secuencias fueron depositadas en la base de 
datos del NCBI: PgPG1 (JQ639888), PgACO1 (JQ639887), 
PgEXP2 (JQ639891) y PgEXP3 (JQ639892).

Estudio bioinformático de los ADNc

La secuencia parcial de PgPG1 es de 301 pb y codifica para 
una proteína parcial de 100 aminoácidos (aa). La compara-
ción de esta secuencia en la base de datos del NCBI mostró 
una identidad por encima de 80 % con otras secuencias de 
aminoácidos correspondientes a PGs de plantas superiores, 
relacionadas con la maduración del fruto. El alineamiento 
múltiple con otras seis secuencias de aminoácidos de PGs 
específicas de la maduración (Figura 1), mostró resultados 
similares con respecto a frutos de pera (Hiwasa et al., 2003). 
El análisis de la secuencia de aminoácidos mostró que la 
secuencia PgPG1 contiene regiones características y con-
servadas de las PGs: una rica en glicina (recuadro en Fi-
gura 1), que está altamente conservada en muchas PGs de 
plantas, hongos y bacterias; un residuo de histidina, al que 
Hadfield et al. (1998) le atribuyen una actividad catalítica; 
cuatro dominios conservados (regiones en gris, Figura 1); y 
dos de ocho residuos de cisteínas.

El dendrograma mostró tres grupos (Figura 2): el Grupo A 
que incluye a las PGs que se expresan en fruto y en zona de 
dehiscencia; el Grupo B donde PgPG1 está agrupada, que in-
cluye a PGs que se expresan en fruto y zona de abscisión; y el 
Grupo C que incluye a PGs expresadas en polen y anteras; y 
una secuencia de PG como grupo externo correspondiente a 
Aspergillus flavus. PgPG1 contiene una identidad cercana con 
la PcPG2 de pera que es específica de la maduración del fruto 
(Hiwasa et al., 2003), resultado que es congruente porque se 
utilizaron los mismos oligonucleótidos en ambos trabajos. 
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PC-PG2     PNTDGIHVQMSSGVTILDSKISTGDDCVSVGPGTTNLWIENVACGPGHGISIGSLGKDQQEAGVQNVTVKTVTFTGTEN 278
PgPG1      PNTDXVHIGASTGVTILNSKIGTGDDCVSIGPGSNNLWIENLACGPGHGISIGSLGKDQQEDGVQNVTVKTVTFTGTQN 79
TAPG2      PNTDGIHVKLSSGVSIINSHIGTGDDCISIGPGTSNLWIEGIACGPGHGISIGSLGWKQQELGVQNVTVKTVTFSGTTN 269
MPG1       PNTDGIHVERSSNVTILNSNIRTGDDCISIGPGTSHLWMERLACGPGHGISIGSLGKWWEEAGVENVTLKTAHFKGTMN 272
GuayabaPG  ---IGIHVGRSTGVNITGADIRTGDDCVSLGDGSQQVNVESVTCGPGHGISIGSLGKYHDEQPVVGVTVRNCTLTNTPN 76
MPG3       PNTDGIHVTGTQFIVIKNCLIMTGDDCISIVSGSKNVRAKGITCGPGHGISIGSLGAGKSEAEVSNVVVDTAKFSGTSN 335
PC-PG1     PNTDGIHVTNTQNITISSSVIGTGDDCISIVSGSQRVQATDITCGPGHGISIGSLGEDGSKDHVSGVCVNGAKLSGTSN 346
                 *        *    * ****: *    *         :***♦********       *  *         * *

PC-PG2     GVRIKSWGRPSTGFARSILFQHIVMTNVQNPIVIDQ-NYCPND-KGCPGQASGVKVSDVTYQGIHGTSAT 346
PgPG1      GVRIKSWARPSNSFARNILFQ------------------------------------------------- 100
TAPG2      GVRVKTWARPSNGFVRNILFQHIVMVNVKNPIIIDQ-NYCPNH-ESCPHQGSGIKISDITYQDIHGTSAT 337
MPG1       GVRIKSWGRPSNGFAKNILFKHIVFDNVNNPLIIDQ-NYCPHN-QGCPGQASGVKISNVRYEDIHGTSAT 340
GuayabaPG  GIRVKTWPASPGGVATNMHFEDITVKNVSTPILIDQKNYCPSI--------------------------- 119
MPG3Melon  GVRIKTWQGGK-GYAQNIIFQNIVMDNVTNPIIINQ-NYCDQK-EPCTQQADAVAVSNVMYQNIRGTSAS 402
PC-PG1Pera GLRIKTWQGGS-GSATNIVFQNVQMNNVTNPIIIDQ-NYCDHKTKDCKQQKSAVQVKNVLYQNIRGTSAS 414
           * * * *            *                          :                                                 

Figura 1. Alineamiento múltiple de la proteína parcial PgPG1 y de seis secuencias de aminoácidos que codifican para proteí-
nas poligalacturonasas, PGs. Pera PC-PG2 [No. Acceso BAC22689], tomate TAPG2 [No. Acceso AAB09575], melón MPG1 
[No. Acceso AAC26510], GuayabaPG [No. Acceso AAX12520], melón MPG3 [No. Acceso AAC26512] y pera PC-PG1 [No. 
Acceso BAC22688]. El alineamiento se obtuvo con el programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). Los guiones indican “huecos” 
introducidos para maximizar la similitud. Los asteriscos indican secuencias idénticas. En un cuadro se muestra una región 
rica en glicina altamente conservada en PGs de plantas, hongos y bacterias; y el símbolo ◆ dentro de esta región señala un 
residuo de histidina encontrado en todas las PGs secuenciadas. En negritas se muestran potenciales sitios de glicosilación 
N-X-T/S (Hadfield et al., 1998). En sombreado gris se marcan dominios conservados de PGs (Gorguet et al., 2009). Los dos 
puntos (:) indican residuos de cisteína altamente conservados entre PGs de especies de plantas superiores y hongos (Redon-
do-Nevado et al., 2001).

A.�avus PG
PC-PG2Pera

PC-PG1Pera
ManzanaPG
DuraznoPG
JitomatePG-D
KiwiPG
SoyaPG-D
pAVOpgAguacate
AlfalfaPG
TabacoPG
G9PG-Algogón
Sta44-4Canola

PgPG1
TAPG2litomate
TAPG1litomate
TAPG3litomate
MPG1Melón
MPG2Melón
MPG3Melón

B

A

C

Figura 2. Dendrograma diseñado a partir del porcentaje de identidad entre 19 secuencias de aminoácidos correspondientes 
a PGs y a la proteína parcial PgPG1, con el programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). Las PGs se agrupan en tres diferentes 
grupos denominados A, B y C (Hadfield et al., 1998), donde PgPG1 se ubica dentro del grupo B. Se incluye una PG de As-
pergillus flavus como grupo externo. 
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El hecho de que el dendrograma separe tres grupos, apo-
ya la hipótesis de que PgPG1 tiene una actividad de endo-
poligalacturonasa, ya que según Hadfield et al. (1998) la 
separación de PGs implicadas en procesos de abscisión 
y de maduración del fruto, con respecto a las de polen y 
anteras, puede reflejar una diferencia funcional de la ac-
tividad endo y exo enzimática entre esos dos grupos; esto 
también es apoyado por los estudios filogenéticos de PGs 
(Hiwasa et al., 2003; Hadfield et al., 1998). Estas caracte-
rísticas, junto con la identidad tan estrecha con otras PGs 
que mostró el dendrograma, permitieron sugerir que el 
gen PgPG1 codifica para una PG.

La secuenciación parcial de PgEXP2 y PgEXP3 fue de 
466 y 362 pb respectivamente, las cuales codifican para dos 
proteínas parciales de 154 y 120 aa. La comparación con 
la base de datos mostró una identidad por encima de 80 
% con otras secuencias de aminoácidos correspondientes 
a expansinas. El alineamiento de las proteínas parciales 
PgEXP2 y PgEXP3 con cinco secuencias de aminoácidos 
correspondientes a α-expansinas específicas de la madura-
ción, mostró características similares con los dos dominios 
presentes en las expansinas (Figura 3); entre éstas están 
siete de los ocho residuos de cisteínas, el motivo conserva-
do histidina-fenilalanina-aspartato (HFD) en el dominio I 
(Sampedro y Cosgrove, 2005).

El dominio II se caracteriza por la presencia de cuatro 
residuos de triptófano (W) conservados que potencial-
mente forman un dominio de unión a celulosa (Civello et 
al., 1999) y que están presentes en todas las α-expansinas y 
β-expansinas, como en las de Zea mays L. (Wu et al., 2001). 
En las secuencias de este estudio sólo la proteína PgEXP2 
mostró dos residuos de W, debido a que la secuencia es 
parcial y por su reducido tamaño no se logró corroborar la 
presencia de los demás residuos de W. 

De acuerdo con el dendrograma, las proteínas parcia-
les PgEXP2 y PgEXP3 poseen una estrecha identidad con 
otras α-expansinas, entre éstas la PgEXP1 (núm. acceso 
JQ639890), que corresponde a una expansina involucrada 
en la maduración del fruto de guayaba (Figura 4). En el 
mismo dendrograma se observan otros tres grupos: uno 
de β-expansina, otro parecido a α-expansina, y el tercero 
parecido a β-expansina, más una secuencia parecida a una 
expansina de Dictyostelium discoideum como grupo externo. 
Esta agrupación en cuatro diferentes familias concuerda con 
la superfamilia de expansinas descrita por Choi et al. (2006).

La secuencia parcial del gen PgACO1 es de 320 pb y co-
difica para una proteína parcial de 106 aa. La comparación 
con la base de datos mostró una identidad por encima de 
80 % con otras enzimas ACCo de plantas superiores, la 

PgExp1  GNLYSQGYGTNTAALSTALFNDGLSCGSCYEMKCNDDP--QWCLPG--TITVTATNFCPPNNALPNDNGGWCNPPLQHFD 73
CuExS1  GNLYSQGYGTNTVALSTALFNNGLSCGACFEMTCTNDP--KWCLPG--TIRVTATNFCPPNFALPNNNGGWCNPPLQHFD 124
PgExp3  GNLYSQGYGTNTAAFSTALFNNGLSCGSCYEIECNDDP--QWCLPG--TIIVTATNFCPPNYALSNDNGGWCNPPLQHFD 73
PgExp2  WDLYSQGYGTNTAALSTALFNNGLSCGSCYEIRCVNDR--QWCLPT--TIVVTATNFCPPNDALPNDAGGWCNPPLHHFD 73
FaExp1  GNLYSQGYGVNTAALSTALFNNGLSCGACFEIKCGDDP--RWCTAGKPSIFVTATNFCPPNFAQPSDNGGWCNPPRTHLD 84
AtExp6  GNLYSQGYGVNTAALSTALFNNGFSCGACFELKCASDP--KWCHSGSPSIFITATNFCPPNFAQPSDNGGWCNPPRPHFD 129
LeExp1  GNLYSQGYGVNTAALSTALFNNGLSCGACFELKCTNTPNWKWCLPGNPSILITATNFCPPNYALPNDNGGWCNPPRPHFD 133
          ******* ** * ****** * *:* : *  :       *:      *  *****:*** *     ***:***  * *   

PgExp1  MAEPAFLQIAQYRAGIVPISYRRVPCVKKGGVRFTINGHSYFNLVLITNVAGAGDVHSVSIKGSKTGWQTMSRNWGQNWQ 156
CuExS1  MAEPAFLQIAQYRAGIVPVSFRRVPCMKKGGVRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVHSVSIKGSRTGWQSMSRNWGQNWQ 207
PgExp3  LAEPAFLQIAQYRAGIVPVSFRRVPCVKKGGIRFTINGHSYFNLV----------------------------------- 121
PgExp2  LSQPVFESMARYRAGIVPVAYRRVPCQRRGGIRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDVHAVSVKGSRTGWMPMSRNWGQN-- 154
FaExp1  LRHAHVLKIAEYKAGIVPVSYRRVPCVKKGGIRFTINGHKYFNLVLITNVAGAGDIVSVSVKGTNTGWMPMSRNWGQNWQ 167
AtExp6  LAMPMFLKIAEYRAGIVPVSFRRVPCRKRGGIRFTINGFRYFNLVLVTNVAGAGNIVRLGVKGTHTSWMTMSRNWGQNWQ 212
LeExp1  LAMPMFLKLAQYRAGIVPVTYRRIPCRKQGGIRFTINGFRYFNLVLITNVAGAGDIIKVWVKGTKTNWIPLSRNWGQNWQ 180
                 * * *****   ** *:   ** ******  *****

Dominio l 

Dominio ll

Figura 3. Alineamiento múltiple de las proteínas PgEXP2, PgEXP3 y cinco secuencias de aminoácidos de α-expansinas. 
Guayaba PgEXP1 [No. Acceso AFH02979], pepino CuExS1 [No. Acceso AAB37746], fresa FaExp1 [No. Acceso AAD44345], 
Arabidopsis thaliana AtExp6 [No. Acceso NP180461] y tomate LeExp1 [No. Acceso AAC63088]. El alineamiento se obtuvo 
con el programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). Los guiones indican “huecos” que fueron introducidos para maximizar 
la similitud. Los asteriscos indican secuencias idénticas. Los dos puntos (:) señalan residuos de cisteína conservados en to-
das las expansinas (Brummell et al., 1999). El límite entre el dominio I y II está indicado por flechas. En sombreado gris se 
muestran los residuos (HFD) conservados en el dominio I de algunas α-expansinas y β-expansinas. La flecha negra señala un 
sitio de deleción, y enmarcado en un cuadro se encuentra una región de inserción, ambos característicos de las α-expansinas 
(Sampedro y Cosgrove, 2005).
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mayoría relacionadas con la maduración del fruto. El ali-
neamiento con otras seis secuencias de aminoácidos corres-
pondientes a ACCo (Figura 5), mostró sólo dos de ocho 
regiones altamente conservadas entre todas las secuencias 
de ACCo (Momonoi et al., 2007). Sin embargo, en el den-
drograma (Figura 6) se aprecia una identidad estrecha con 
otras secuencias de ACCo, en particular con una involucra-
da en la maduración del fruto de la guayaba ‘Enana’ (Agüe-
ro et al., 2003). Este dendrograma detectó cuatro grupos 
que pertenecen a la super-familia de Fe(II) ascorbato dioxi-
genasa, en concordancia con estudios de otras ACCo (Tang 
et al., 1993). El Grupo A, donde PgACO1 está agrupada, 
incluye secuencias de ACCo que se expresan en la madu-
ración del fruto, así como en respuestas a heridas de hoja y 
al marchitamiento de pétalos, tallos y hojas; los Grupos B, 
C y D incluyen secuencias correspondientes a las proteínas 
E8, flavonona 3-hidroxilasas y A2, respectivamente. Como 
grupo externo se incluyó una secuencia correspondiente a 
ACC deaminasa de Pseudomonas fluorescens.

Análisis de expresión

La expresión de los diferentes ADNc se analizó en hoja, 
pedúnculo y cinco estadios de maduración del fruto, como 

se muestra en la Figura 7. La expresión mediante Dot Blot 
de PgPG1 fue visible en todos los estadios de maduración 
del fruto y en pedúnculo, aunque la expresión fue mayor 
durante el estadio M al igual que en otros frutos como pera 
(Hiwasa et al., 2003), lo que sugiere un incremento en la 
actividad de PGs con la concomitante degradación de po-
lisacáridos de pectina y el reblandecimiento característico 
del fruto en este estadio del fruto. Además, nuestros resul-
tados concuerdan con los estudios bioquímicos realizados 
por Jain et al. (2003), quienes observaron cambios en la ac-
tividad de las PGs durante la maduración, y una alta corre-
lación entre actividad de la enzima y la pérdida de firmeza 
en el fruto.

Por ello se puede inferir que la expresión del gen PgPG1 
posee una relación con la pérdida de firmeza del fruto, al 
igual que otros genes reportados en especies como me-
lón (Hadfield et al., 1998). No obstante, este gen también 
presenta una expresión elevada en el estadio del fruto V2, 
durante el cual no ocurre reblandecimiento. Es decir, en 
guayaba no hay una clara relación entre la expresión del 
gen y el proceso de ablandamiento del fruto; un patrón 
semejante fue reportado en fruto de fresa por Redondo-
Nevado et al. (2001), quienes propusieron que la actividad 

D. discoideum P-Exp
LeExp1

CuExS2
OsExp3
OsEXPB15
AtEXPB2
ZmExp1
OsEXPB16
AtEXPB3
OsEXPB1
AtEXPB1
OsEXLA2
AtEXLA1

AtExp6
FaExp1
PgExp3
PgExp1
FaExp2
CuExS1
PgExp2

α-expansina

β-expansina

Parecida β-exp

Parecida α-exp

Figura 4. Dendrograma diseñado a partir del porcentaje de identidad entre 17 secuencias de aminoácidos correspondientes a 
expansinas y a las proteínas parciales PgEXP2, PgEXP3, hecho con el programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). Las secuen-
cias pertenecientes a la superfamilia de expansinas se agrupan en cuatro familias: “α-expansinas, β-expansinas, parecidas a 
α-expansinas y parecidas a β-expansinas” (Sampedro y Cosgrove, 2005), donde PgEXP2 y PgEXP3 están incluidos dentro de 
la familia α-expansina. Como grupo externo se usó una secuencia de una proteína parecida a expansina.
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PgACO1           MDTVERLTKGHYKKCMEQRFRELVASKGLEYVQKEVHDLDWESTFHLKHLPESNIFQIPDLDDDYRKVMKEFAVK 74
GuayabaACO       MDTIERMTKGHYKKCMEQRFRELVVSKGLEYVQKEVHDLDWESTFHLKHLPESNISQISDLDDDYRKVMKEFAVK 91
LE-ACO1          MDTVEKMTKGHYKKCMEQRFKELVASKGLEAVQAEVTDLDWESTFFLRHLPTSNISQVPDLDEEYREVMRDFAKR 120
LE-ACO3          MDTVEKLTKGHYKKCMEQRFKELVASKGLEAVQAEVTDLDWESTFFLRHLPTSNISQVPDLDEEYREVMRDFAKR 120
PetuniaACO3      MDTVEKLTKGHYKKCMEQRFKELVASKGLEAVQAEVTDLDWESTFFLRHLPVSNISEVPDLDDEYREVMRDFAKR 120
LE-ACO2          MDTVEKLTKGHYKKCMEQRFKELVAKKGLEGVEVEVTDMDWESTFFLRHLPSSNISQLPDLDDVYREVMRDFRKR 120
TulipanACO3      LDKVERLTKDHYKKCMEERFREFASKTLQDGSKVDVDNLDWESTFYLRHLPTSNMSEIPDLSDEYRETMKEFALR 120
                  *  *  ** **** ** ** *             *   ****** * *** **     **   **  *  *  

PgACO1           LEKLAEELLDLLCENLGLEKGYLKNAFHGSN----------------------------- 105
GuayabaACO       LEKLAEQLLDLLCENLGLEKGYLKKAFYGSNGPTFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRAHTDA 151
LE-ACO1          LEKLAEELLDLLCENLGLEKGYLKNAFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRAHTDA 180
LE-ACO3          LEKLAEELLDLLCENLGLEKGYLKNAFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRAHTDA 180
PetuniaACO3      LEKLAEELLDLLCENLGLEKGYLKKAFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRAHTDA 180
LE-ACO2          LEKLAEELLDLLCENLGLEKSYLKNTFYGSKGPNFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRAHTDA 180
TulipanACO3      LEELAEQLLDLLCENLGLEKGYLKKAFSGSKGPTFGTKVSNYPPCPKPELIKGLRAHTDA 180
                 ** *** ************* ***  * **                              

Figura 5. Alineamiento múltiple de la proteína parcial PgACO1 y seis secuencias de aminoácidos que codifican para enzimas 
de ACCo. GuayabaACO [No. Acceso AAM74522], tomate LE-ACO1, LE-ACO3, LE-ACO2 [No. Acceso PO5116, CAA68538, 
P24157], petuniaACO3 [No. Acceso AAA33697] y tulipán ACO3 [No. Acceso BAE20197]. El alineamiento se obtuvo con el 
programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). Los guiones indican “huecos” que fueron introducidos para maximizar la simi-
litud. Los asteriscos indican secuencias idénticas. Las regiones altamente conservadas en ACCo se marcan con sombreado 
(Momonoi et al., 2007).

Pseudomonas ACCd
PgACO1

PapayaACO1
PapayaACO2
TulipanACO3
TulipanACO1
TulipanACO4
TulipanACO2
TulipanACO5
TomateProteinaE8
PetuniaFH3
CebadaFH3
MaízA2

GuayabaACO
LE-ACO1
LE-ACO3
PentuniaACO3
PentuniaACO4
PentuniaACO1
LE-ACO2

D

C

B

A

Figura 6. Dendrograma diseñado a partir del porcentaje de identidad entre 18 secuencias de aminoácidos correspondientes 
a la superfamilia Fe(II) y ascorbato, y la secuencia putativa PgACO1, hecho con el programa Clustal W2 (Larkin et al., 2007). 
Las secuencias pertenecientes a la superfamilia Fe(II) y ascorbato se agrupan en cuatro familias A, B, C y D (Tang et al., 1993), 
donde PgACO1 se ubica dentro de la familia A correspondiente a ACCo. Como grupo externo se usó una secuencia de ami-
noácidos correspondiente a una ACC deaminasa de Pseudomonas fluorescens.
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de dicha enzima sobre las pectinas genera oligosacarinas 
biológicamente activas, las cuales participan como señales 
moleculares potencialmente involucradas en la regulación 
de algunos procesos metabólicos relacionados con la ma-
duración del fruto.

En el caso del gen PgEXP2 la expresión fue visible en to-
dos los tejidos, con un incremento en fruto desde el esta-
dio V2 hasta el S. Este patrón de expresión coincide con 
los cambios de expresión bajo-alto-bajo observados en una 
α-expansina del fruto de fresa (Harrison et al., 2001), la cual 
también está presente en raíz, hoja, estolón y fruto; en este 
último se expresa durante su desarrollo y maduración.

Para PgEXP3 la expresión fue visible en cuatro estadios 
de maduración del fruto y en pedúnculo, y fue mayor en 
el estadio M que en todos los demás. Este patrón de ex-
presión alto-bajo-alto, también se observó en expansinas de 
fruto de fresa (Harrison et al., 2001). Por tanto, los genes 
de estas dos expansinas, PgEXP2 y PgEXP3, participan de 
manera simultánea en el desarrollo y maduración del fruto 
de guayaba. Según Brummell et al. (1999), al menos seis 
genes de α-expansinas se expresan durante el desarrollo del 
fruto en tomate, y tres de ellos también se expresan en hoja 
y flores, lo que muestra la expresión simultánea de varias 
expansinas.

La expresión del gen PgACO1 fue visible en los cinco es-
tadios de maduración del fruto, y alcanzó su máximo ni-
vel de expresión durante el estadio T, para luego disminuir 
durante los estadios M y S. Este resultado sugiere que hay 
cambios en la actividad enzimática de ACCo y en la con-
comitante biosíntesis de etileno. Este patrón de expresión 
también se ha observado en otros frutos climatéricos, como 

papaya (López-Gómez et al., 2004).

Se espera que la información aquí obtenida contribuya al 
entendimiento de la participación de los genes involucra-
dos en la maduración de la guayaba; y pone a disposición 
secuencias parciales de ADNc que pueden utilizarse como 
marcadores o para estudios de expresión génica. Además, 
estas secuencias parciales pueden ser usadas como genes 
blanco a ser regulados para generar plantas cis-génicas que 
produzcan frutos con mayor vida de anaquel y mejores atri-
butos de calidad, lo cual permitiría reducir el alto costo de 
su manejo en post-cosecha.

CONCLUSIÓN

Se identificaron cuatro ADNc relacionados con la ma-
duración del fruto de guayaba de la variedad ‘Media chi-
na’. Mediante análisis bioinformáticos, PgPG1 presentó las 
principales características de las PGs y su mayor expresión 
ocurrió en el estadio maduro del fruto. Se caracterizaron 
dos genes de expansinas, PgEXP2 y PgEXP3, que contienen 
secuencias parciales de los dos dominios característicos 
de este tipo de enzimas. La expresión de PgEXP2 se obser-
vó desde el estadio verde 2 al de transición, mientras que 
PgEXP3 se expresó en todos los estadios de maduración y 
en pedúnculo, con mayor nivel en el estadio maduro. Para 
PgACO1, la mayor expresión fue en el estadio de transición, 
con decremento en los estadios maduro y sobremaduro.
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