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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la expresion de las HSPs en mandarinas Satsuma Okitsu con
diferentes indices de color (IC) a cosecha sometidos a tratamiento de desverdizado y posterior conservacion
frigorifica, como posible indicador bioquimico de alteraciones fisiologicas. Se cosecharon dos lotes de frutos
(Entre Rios) con indices de color de -12,8 y -9,6, ambos con grado de madurez adecuados para su consumo en
fresco. Estos lotes fueron sometidos a tratamiento de desverdizado (1-3 ppm etileno, 72h a 21°C), seguido de
descanso (21°C 72 hs, 95% HR) y posterior conservacion (30 dias a 5°C) y 7 dias a 20°C simulando la etapa
de comercializacion. El analisis se realizo a través de la expresion dos familias de HSPs: 1) la familia de HSP
de bajo peso molecular (sHSPs), y 2) la familia de HSP de 70 kDa (HSP70). Se extrajeron las proteinas del
flavedo de los frutos utilizando fenol buffereado. Ochenta microgramos (80 pg) de proteinas totales fueron
separadas mediante SDS-PAGE y posteriormente analizadas inmunolégicamente mediante la técnica de
Western blot. A nivel de Western blot, el anti- HSPC1 (sHSPs) inmunoreacciond con tres bandas proteicas con
peso molecular de aprox. 22- 23, 18 y 16 kDa, en ambos lotes de frutas analizados (IC: -12,8 y -9,6). Para el
lote con IC -9,6, se observaron diferencias de nivel de expresion de las proteinas de 18 y 16 kDa entre el control
y los 30 dias de conservacion frigorifica. Respecto al lote con IC -12,8, no hubo cambios en la expresion de
estas dos proteinas. Por otra parte, el anticuerpo anti-HSP70 s6lo inmunoreaccioné en las muestras
pertenecientes al lote con menor indice de color (-12,8), dando una unica banda de 70 kDa, tanto para la
muestra control como para la de 30 dias de conservacion frigorifica. A partir de estos resultados preliminares
podriamos inferir que la expresion diferencial de las HSPs podria ser herramienta para predecir posibles
alteraciones fisiologicas que minimicen las pérdidas comerciales provocadas por manchas que pudieran
ocasionar el desverdizado y su posterior conservacion en frio.
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ABSTRACT

The aim of the present work was evaluate the expression of HSPs in Satsuma Okitsu mandarins in two batches
of fruits with different color indexes (CI) at harvest, and subjected to degreening treatment and subsequent
refrigeration conservation, as a possible biochemical indicator of physiological alterations. Two batches of
fruits (Entre Rios) were harvested with color indexes of -12.8 and -9.6, both with adequate degree of maturity
for the external market. These batches were subjected to degreening treatment (1-3 ppm ethylene, 72h at 21
°C), followed by rest (72hs at 21 °C, 95% RH) and subsequent storage (30 days at 5 °C) and 7 days at 21 °C
simulating the marketing stage. The analysis was carried out through the expression of two families of HSPs:
1) the family of HSPs of low molecular weight (sHSPs) and 2) the family of HSP of 70 kDa (HSP70). Proteins
(flavedo) were extracted from fruits using buffered phenol. Eighty micrograms (80 pg) of total proteins were
separated by SDS-PAGE and subsequently analyzed immunologically by the Western blot technique. At the
Western blot level, the anti-HSPC1 (sHSPs) immunoreacted with three protein bands with molecular weight of
approx. 22-23, 18 and 16 kDa, in both batches of fruits analyzed (CI: -12.8 and -9.6). For the batch with IC -
9.6, differences in the expression level of the 18 and 16 kDa proteins were observed between the control and
the 30 days of refrigerated storage. Regarding the batch with IC -12.8, there were no changes in the expression
ofthese two proteins. On the other hand, the anti-HSP70 antibody only immunoreacted in the samples belonging
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to the batch with the lowest color index (-12.8), giving a single band of 70 kDa, both control and for the 30-day
refrigerated conservation samples. From the results obtained we can conclude that the differential expression
of the HSPs could be used as a tool to define the management of the fruit, minimizing the commercial losses
caused by degreening and cold storage.

Keywords: mandarin, HSPs, degreening, quality.

INTRODUCCION

A nivel nacional, los frutos citricos representan el grupo de mayor importancia en volumen de produccion. Se
producen 2,8 millones de toneladas de frutas citricas, ocupando el décimo lugar en la produccién mundial (1).
La citricultura en el NEA es una de las principales actividades econdmicas de la region. En Entre Rios la
superficie plantada es de casi 42.000 ha, estimandose que la superficie manejada por un productor es de 15-16
ha. Las especies mas plantadas son naranjas y mandarinas destinadas fundamentalmente al consumo en fresco
tanto en el mercado interno como de exportacion.

El manipuleo de citricos en el empaque y posterior almacenamiento puede llevar a alteraciones fisiologicas, no
siempre de clara identificacion, que afecten su calidad como fruta fresca. La calidad de los citricos es relevante
para el consumidor al momento de decidir la compra, donde aspectos como el color, la textura y el sabor, son
los que influyen a la hora de su eleccion.

Luego de la cosecha y durante el acondicionamiento y almacenamiento, los frutos frescos son susceptibles de
sufrir alteraciones patoldgicas y fisioldgicas, con las consiguientes pérdidas en cantidad y calidad. A modo de
ejemplo se mencionan los dafios asociados al desverdizado de variedades citricas de maduracion temprana. Esta
técnica permite comercializar fruta en momentos dptimos de mercado, una fruta que si bien ha alcanzado su
madurez interna pero cuya cascara presenta colores palidos, poco atractivos al consumidor (2). El desverdizado
es una técnica poscosecha mediante la cual se acelera la degradacion de los pigmentos de color verde (clorofila)
de la cascara de los frutos manifestdndose la coloracion proporcionada por los pigmentos carotenoides (naranja)
cuya sintesis puede ser, a su vez, acelerada en el proceso (3, 4). En el proceso de desverdizado, se aplica etileno
exogeno, sometiendo a los citricos a condiciones de estrés que pueden llevar alteraciones fisiologicas.
Concentraciones de etileno tan bajas como 1 ppm tienen un efecto constatable en el desverdizado, no
aconsejandose sobrepasar las 10 ppm dado que mayores concentraciones no producen una mayor velocidad de
desverdizado. Por el contrario ocasionan una aceleracion de otros procesos metabolicos tales como la
respiracion, la desecacion y caida de calices, y los que conducen al ablandamiento de la piel (5).

La conservacion frigorifica es considerada el método mas efectivo para preservar la calidad en poscosecha de
frutas, debido a que retarda el envejecimiento, disminuye la respiracion, las podredumbres y los cambios
metabolicos indeseables. Es por ello que esta técnica es cada vez mas utilizada para alargar el periodo de
comercializacion de cada variedad y mantener la calidad durante el transporte a mercados distantes (6). En el
NEA, la temperatura utilizada para la conservacion de naranjas y mandarinas es de alrededor de 5°C (7).

Si bien existen recomendaciones practicas para reducir los dafios asociados a los procesos de desverdizado y
conservacion frigorifica (momento de cosecha, temperatura, humedad relativa, concentracion de gases, etc.),
no se conocen los mecanismos moleculares y bioquimicos asociados a estas alteraciones que presentan los
frutos.

Existen numerosos datos experimentales que sugieren que las proteinas de estrés térmico (HSPs) juegan un
papel crucial en la proteccion de las plantas frente a diferentes situaciones de estrés. En los ultimos afios se han
llevado a cabo investigaciones donde se las utiliza con fines practicos. Dado que los cambios producidos a nivel
bioquimico constituyen las primeras respuestas detectables frente a las fluctuaciones ambientales, la deteccion
y/o cuantificacion de las HSPs podrian ser utilizadas con fines de biomonitoreo de las diferentes situaciones a
la que las frutas estan expuestas (8).

El objetivo del presente trabajo es generar conocimientos sobre los procesos bioquimicos asociados a la
aplicacion de los tratamientos poscosecha en frutos citricos, lo cual permitira tomar decisiones en cuanto a
alternativas de manejo poscosecha de la fruta, y acceder a los mercados con productos finales de calidad 6ptima.

MATERIALES Y METODOS

Frutos

Se utilizaron frutos de mandarinas Satsuma (Citrus unshiu, cv. ‘Okitsu’) provenientes de quintas de productores
del departamento de Federacion, Entre Rios (2013). Las mandarinas fueron transportadas al laboratorio de
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postcosecha de la Estacion Experimental Concordia del INTA, donde se seleccionaron y clasificaron frutos
homogéneos y libres de dafios superficiales. Se definieron dos lotes (1 y 2) que se diferenciaron en el indice de
color inicial: -12,8 y -9,6 (Minolta, Sistema Hunter-Lab). Ambos lotes presentaban grado de madurez adecuados
para su consumo en fresco (medido por el indice de madurez y porcentaje de jugo). Cada tratamiento consistid
en cuatro réplicas de 30 frutos cada uno, de los cuales en tres réplicas se utilizaron para el recuento de
alteraciones, pérdida de peso y color, mientras que la restante se destind para determinar calidad interna. Al
iniciar el ensayo se tomaron al azar 15 frutos por lote a los cuales se les determino el indice de color y el peso.
Cada lote de mandarinas fue sometido a tratamiento de desverdizado: fueron colocados en un ambiente con 1-
3 ppm de etileno, 21 + 0,5°C y 90 + 1% HR por un periodo de 72 horas. Seguidamente, se dejé descansar por
un periodo similar sin la aplicacion de etileno y manteniendo las demas condiciones constantes. Luego, las
mandarinas fueron procesadas en una linea de empaque semicomercial. Las mandarinas fueron almacenadas 30
dias en camara de conservacion con una temperatura de 5 £+ 0,5°C y 90 + 1% HR, y luego expuestas por 7 dias
a 20 = 0,5°C, simulando las condiciones de comercializacion (Figura 1).

Analisis de calidad

Se determiné el color por medio del Indice de Color IC= 1000a/Lb (9), con colorimetro triestimulo Minolta
modelo CR-300. Para cada fruto se realizaron dos determinaciones en su parte ecuatorial y en puntos
equidistantes. La pérdida de peso fue determinada como porcentaje con respecto al peso inicial, se utiliz6 para
ello una balanza Sartorius, modelo LC 1200S. La calidad interna de los frutos se evalud sobre tres muestras de
cinco frutos por tratamiento. El porcentaje de jugo se determiné mediante extraccién manual del jugo de tres
repeticiones de cinco frutos por cada réplica, como el cociente del volumen (ml) y el peso (g) expresandolo en
forma porcentual. Los s6lidos solubles se determinaron en el jugo obtenido de cada réplica, se utilizd un
refractometro digital Atago modelo PocketPAL-1, y se expresé como porcentaje de solidos disueltos. La acidez
se midi6 por titulacion volumétrica del jugo obtenido de tres réplicas de cinco frutos. Se utilizé hidroxido de
sodio (NaOH) 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador y expresando el resultado como mg de acido
citrico en 100ml de jugo. El indice de madurez se calculé como el cociente entre los sdlidos solubles y la acidez.

Cosecha ——— Tomademuestra C

-128 E-T:1
Desverdizado
(1-3 ppm etileno, 72 hs, 21°C)

Descanso
(72 hs, 21°C, 95% HR)

Procesado

Transporte ——— Toma de muestra: 30
(30d, 5°C)

Manifestacion de daino ——s roma de muestra: 30+ 7
(7 d, 20°C)

Figura 1. Esquema del tratamiento de desverdizado aplicado a ambos lotes de frutos de mandarina (IC de -
12,8 y -9,6)

Extraccion de proteinas

Las proteinas fueron extraidas a partir del pericarpio (cascara coloreada) de los frutos, segiin el método de
Hurkman y Tanaka (10), con algunas modificaciones. Previamente, el tejido vegetal fue pulverizado con
nitrégeno liquido. Se tom6 1g de material vegetal al cual se le adiciond 2 ml de buffer de extraccién para
proteinas (BPE) y 5 ml de fenol saturado en 100mM de buffer Tris-HCI pH 8.0 conteniendo EDTA ImM. El
preparado se homogeneizd con equipo Ultraturrax. E1 homogenato asi obtenido, se dejo reposar en heladera
durante 15 min, y posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 2314 x g durante 30 min a 4 °C, en una
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centrifuga Sorvall RC3C. Se extrajo la fase fenolica, a la cual se le adicion6 un volumen equivalente de buffer
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0 conteniendo EDTA 1mM. Se agitd y posteriormente la muestra se centrifugdé durante
30 min a 2314 x g y 4 °C. Se separ6 la fase fendlica y se le adicion6 acetato de amonio 0.1 M en metanol, en
relacion 1:5. Las muestras se mantuvieron en freezer a -20 °C durante toda la noche. Posteriormente, las
proteinas fueron centrifugadas durante 30 min a 10000 x g en la centrifuga Sigma 3K30. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado se lavo con acetato de amonio 0.1M en metanol, y posteriormente con acetona al
80%, centrifugdndose cada vez (2 veces) a 12000 x g durante 1 min. El precipitado una vez seco, se resuspendid
en 100 pl en buffer de corrida para electroforesis (BCE).

BPE: Tris-HCI 100mM pH 8,0, EDTA 1mM pH 8,0, PMSF (fluoruro de fenimetanosulfonilo) 1mM; BCE:
Tris- HC10.625 M pH=6.8; 10 % (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS: 2 % (v/v) 2-mercaptoetanol y 0.02 (p/v) de azul
de bromofenol.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de las proteinas fue determinada por el método de Lowry (11) utilizando como patrén una
solucion de seroalbumina bovina (BSA) 0.2 mg/ml. La absorbancia de las muestras fue medida a una longitud
de onda de 660 nm en un espectrofotometro METROLAB 330.

Separacion e identificacion de las proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Las corridas electroforéticas fueron realizadas segun la técnica de Laemmli (12) en geles de 0,75 mm de espesor.
Se sembro80 g de proteinas en cada una de las calles de los geles. Las proteinas fueron separadas utilizando
geles discontinuos; la concentracion de poliacrilamida del gel separador fue del 12,5 %. Las corridas
electroforéticas fueron realizadas con un equipo Mini Protean II (BIO-RAD®) a voltaje constante (130V)
durante aproximadamente 1 h 30 min. Como estandar de peso molecular se utilizé para el SDS-PAGE el
estandar de bajo peso molecular (PM) de BIO-RAD®, en ¢l cual las proteinas estuvieron comprendidos en el
rango de 14.4 - 97.4 kDa, mientras que para el western blot, se utilizo el estandar Prestained Protein Ladder
(Thermo) con proteinas comprendidas entre10 a 170kDa. Posteriormente, las bandas proteicas fueron tefiidas
con una solucion al 0,2% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue R-250 en solucion de acético/metanol/agua (v/v)
(10/45/45).

Identificacion de proteinas por métodos inmunoldégicos

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas durante 50 min a 100 V'y 350 mA, a una membrana
de nitrocelulosa (tamafio de poro: 45um) utilizando el buffer de transferencia (BT) y el modulo de transferencia
del Mini Protean II (BIO-RAD®). Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue lavada durante 15 min
con una solucion Tris buffer salino (TBS) conteniendo Tween 20 (TBST), y posteriormente bloqueada durante
30 min a 20 °C con solucién de bloqueo (SB). A continuacion, la membrana fue incubada durante 90 min a TA
con el anticuerpo primario: antisuero policlonal anti-HSP21, diluido 1:750 en TBST + leche en polvo
descremada 2%; o con el anticuerpo monoclonal comercial anti-HSP70 (SIGMA®, catalogo # H5147,
monoclonal anti-heat shock protein 70 clone BRM-22) diluido 1:1500 en TBST + 2% leche en polvo
descremada. Luego del lavado durante 15 min con solucion TBST, la membrana fue incubada durante otros 90
min a TA con el anticuerpo secundario [anti- IgG raton para el caso de anti-HSP70, o anti- IgG conejo para el
caso de anti-HSP21, obtenidos ambos en cabra y conjugados con fosfatasa alcalina (KPL) en una dilucion
1:10000]. Luego de tres lavados de 5 min cada uno con TBST, la membrana fue revelada con solucion
reveladora (SR) hasta visualizacion de las bandas (13). Las bandas obtenidas en los geles de poliacrilamida y
en las membranas de nitrocelulosa fueron escaneadas con un Densitometro  GS-800
ImagingCalibratedDensitometer (BIO RAD®), y las imagenes asi obtenidas fueron digitalizadas y procesadas
posteriormente mediante el programa de analisis QuantityOne 1-D (BIO-RAD®), para determinar los PM y las
cantidades relativas de las proteinas presentes en las bandas de interés.

BT: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glicina, 20% metanol y 0.4% SDS; TBS: 25 mM Tris-HCI pH 7.4,
NaCl 0,8%, KC10.02%; TBST: 0.05% (v/v) Tween 20 en TBS; SB: TBST conteniendo 2 % de leche en polvo
descremada; SR: 0.4 mMnitrobluetetrazoliumchloride (NBT) + 0.4 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyil fosfato
(BCIP) en buffer de desarrollo (BD); BD: 100 mM Tris pH 9.5; 0.5 mM MgCI2
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la tabla 1, se observan las variables de calidad iniciales, obtenidos para ambos lotes de frutas analizadas
con diferente indice de color.

Tabla 1. Calidad interna de mandarinas en la cosecha

Parametro Lote con fruta Lote con fruta
analizado mas verde menos verde
1C -12.80 -9.60
Peso (g) 100.3 140.9
% Jugo 41.5 42.0
°Brix 9.80 9.10
Acidez 0.98 0.73

M 10.0 12.4

En cuanto a las variables fisiologicas analizadas, en general no se vieron grandes diferencias. Lo mas destacable
fue que la fruta proveniente del lote mas verde presentdé mayores valores de acidez, y por ende un menor IM.
Al cabo de 30 dias de conservacion, se observo que la fruta con menor indice de color (-12.8), presentaba frutas
con manchas (Tabla 2), mientras que esta alteracion no fue observada en la fruta mas coloreada.

Tabla 2. Porcentaje de frutos con manchas

30 dias de conservacion

% de Fruta Lote con fruta mas Lote con fruta menos
manchada verde (-12.8) verde (-9.6)
2.2 0

La figura 2 muestra el analisis electroforético de las muestras de mandarinas sometidos al tratamiento de
desverdizado, para ambos lotes con diferente IC. En lafruta mas verde (-12.8; izquierda de la imagen), se
observa una banda proteica de alta densidad de 26-27 kDa y otras cuatro bandas de menor intensidad de PM
aproximados de 52 kDa, 40 kDa, 31 kDa y 27.5 kDa, tanto en la cosecha (c), como durante la conservacion
frigorifica (30 y 30+7). Para cada banda proteica, no se observo diferencia de intensidad durante todo el periodo
analizado. En la zona de bajo PM en esta figura también se observa una banda tenue de 21.7kDa solamente en
las muestras proteicas correspondiente al tratamiento de desverdizado (30 y 30+7), no siendo detectable en la
cosecha (c). Respecto de las proteinas de alto PM (70 kDa) no fue posible visualizar estas proteinas.

En el gel donde se sembr6 las muestras correspondientes a la fruta llamada menos verdes (-9.6, derecha de la
imagen) se observa solamente en forma notoria la banda proteica de 26-27kDa de PM, en todos los periodos
analizados (c, 30 y 30+7). En forma tenue se observa una banda proteica de 40 kDa, también en todos los
periodos analizados (c, 30 y 30+7). Por su parte, no fue posible detectar las bandas de 52 kDa, 31 kDa y 27.5
kDa vistas en la fruta con menor indice de color. Tampoco se detectaron proteinas de alto PM (70 kDa).
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+ verdes: -12.8 -verdes: -9.6
Cc 30 3047 c 30 30+7
PM 1 2 3 PM 1 2 3

40

31

27.5 27.5

21.7

Figura 2. Analisis por SDS- PAGE de los extractos proteicos de mandarinas, sometidos al tratamiento de
desverdizado.
Los frutos fueron analizados en la cosecha (c), a los 30 dias de conservacion frigorifica (30) y luego de la
simulacion del
periodo de comercializacion (30+7), para ambos lotes con diferente IC

Con el proposito de corroborar los resultados obtenidos en cuanto a si las bandas proteicas corresponde o no a
algin miembro de las HSPs, los extractos proteicos fueron posteriormente analizados por la técnica de

Western blot (figura 3).
+ verdes: -12.8 -verdes: -9.6
c 30 30+7 c 30 30+7
PM 1 2 3 PM 1 E 3

Figura 3. Analisis por Western Blot de los extractos proteicos de mandarinas, sometidos al tratamiento de
desverdizado.
Los frutos fueron analizados en la cosecha (c), a los 30 dias de conservacion frigorifica (30) y luego de la
simulacion del
periodo de comercializacion (30+7), para ambos lotes con diferente IC

La figura 3 muestra el analisis inmunologico de las muestras de mandarinas sometidos al tratamiento de
desverdizado, para ambos lotes con diferente IC. Cada membrana fue dividida a la mitad. La parte superior
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muestra los resultados correspondientes al incubarla con el anticuerpo anti HSP70, mientras la mitad inferior
corresponde al antisuero anti-HSPC1 (21 kDa).

En la fruta mas verde (-12.8; izquierda de la imagen), puede observarse que el anticuerpo anti-HSP70 sélo
inmunoreacciond con una Unica banda proteica, estimada en 70 kDa por comparacion con el patrdén de
referencia, tanto para la muestra control (c) como para las muestras conservadas durante30 dias, y su posterior
exposicion de 7 dias a 20 °C (30 y 30+7). Estos resultados permiten deducir que la banda proteica corresponde
a un miembro de la familia de las HSP70 (estimado por el PM y reaccion con el anti-HSP70 monoclonal). Por
su parte, el anti-HSPClinmunoreacciond con tres bandas proteicas de PM 22-23kDa, 18 kDa y 16 kDa. La
evaluacion semicuantitativa por densitometria optica de la intensidad de las bandas permitié establecer que las
intensidades de dichas bandas fueron similares durante todo el periodo analizado (dato no mostrado).
Respecto de la fruta menos verde (-9.6; imagen de la derecha), el anticuerpo anti-HSP70 no pudo detectar la
banda correspondiente; y respecto del anticuerpo de bajo PM, éste inmunoreaccion6 también con las mismas
proteinas que en la fruta mas verde (22-23, 18 y 16 kDa, respectivamente) tanto en el control como durante la
conservacion frigorifica (30 y 30+7).

El estudio del perfil proteico de los extractos de los frutos sometidos a diferentes tratamientos es considerado
de gran importancia, ya que suministra informacion acerca de los posibles cambios bioquimicos inducidos por
la aplicacion de los mismos y permite de esta manera, establecer el mecanismo asociado al efecto ejercido por
el tratamiento.

El analisis por SDS PAGE y Western blot permiti6 detectar proteinas cuyos PM estuvieron comprendidas en el
rango de los 21-30 kDa. Es importante destacar que en ambos lotes de frutas, ya sea en la cosecha como durante
la conservacion, se detecté una banda de intensidad significativa de 23-27 kDa, sugiriendo esta situacion que
podria corresponder a una proteina que se esta expresando en forma conservativa. Asimismo, las bandas de 16
y 18 kDa también corresponderian a miembros de la familia de las sHSPs. Seglin Vierling (14) en vegetales las
proteinas de bajo PM (sHSPs) serian las mas importantes desde el punto de vista funcional, actuando como
chaperonas moleculares. Estas proteinas tendrian precisamente la funcion de proteger a los frutos preservando,
por un lado, estructuras especificas como las membranas y por otro lado, la funcioén de proteinas especificas
(15). Es sabido que estas proteinas son sintetizadas en respuesta a un amplio rango de situaciones, como el frio,
UV, baja concentracion de oxigeno, contaminantes quimicos, salinidad, dafio mecanico etc. (16, 17).

En cuanto a las HSP70, se detect6 una unica banda proteica en la fruta con el menor indice de color, tanto en la
cosecha como durante la conservacion frigorifica. Estos resultados estarian sugiriendo que se trataria de
proteinas que se estan expresando en forma constitutiva. Se sabe que los miembros de esta familia pueden
expresarse tanto en forma constitutiva (llamadas HSC70) como en forma inducible (HSP70) (18). Las Hsp70,
en casi todos los organismos, funcionan también como chaperonas, previniendo la agregacion, y asistiendo en
el plegamiento y desplegamiento de proteinas para prevenir su acumulaciéon como agregados, y pliegues de
forma adecuada durante su transferencia a su ubicacion final (19).

CONCLUSIONES

Los ensayos realizados en este trabajo indican que las condiciones a las cuales se someten la fruta durante el
proceso de desverdizado y almacenamiento, puede alterar significativamente la calidad de los frutos. También
debe tenerse en cuenta el grado de coloracion de la fruta al momento de la cosecha, cuando se la somete a un
tratamiento de desverdizado. En este trabajo pudo observarse que los frutos, si bien presentaban condiciones de
madurez adecuadas al momento de la cosecha salvo un IC mas verde, luego de ser desverdizados manifestaron
dafio superficial mas o menos extenso de color pardo oscuro. Este dafio pudo detectarse a los 30 dias de
conservacion con un recuento del 2%. Coincidentemente, en este lote (IC = -12.8) pudo identificarse la
expresion de una banda proteica de 70kDa, tanto en la cosecha como luego de 30 dias de conservacion
frigorifica, y aun en mayor medida, en las muestras que representaban el periodo de comercializaciéon (30 +
7dias). A partir de los resultados obtenidos del estudio y caracterizacion de ambas familias de HSPs en muestras
de frutos de mandarinas evaluados en poscosecha, se podria inferir que la expresion diferencial de estas
proteinas podria ser utilizada como una herramienta para definir el manejo posterior de la fruta, minimizando
las pérdidas comerciales provocadas por manchas que pudieran ocasionar el desverdizado y la conservacion en
frio, con menor perdida comercial por parte de los productores de frutas de la zona.
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