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Resumen

El aguacate (Persea americana Mill) es una fruta conocida por su capacidad de almacenar
acidos grasos en forma de triacilgliceroles (TAG). La biosintesis de TAG ocurre durante la
maduracion fisioldgica, involucrando la via Kennedy y enzimas como DGAT (acil-CoA:
diacilglicerol aciltransferasa) y PDAT (fosfolipido: diacilglicerol aciltransferasa), sin
embargo, se desconoce si estas enzimas presentan cambios diferenciales asociados al
contenido de aceite 0 materia seca en el aguacate durante la madurez poscosecha. Evaluamos
la pulpa (mesocarpio) en tres etapas poscosecha: cosecha, consumo y senescencia, ademas,
se analizé por densitometria la presencia de las isoformas de las enzimas DGAT y PDAT.
Encontramos un cambio significativo y previamente no examinado en el contenido de TAG
(52.58 + 0.18-74.95 + 2.88 %), mientras que la concentracion de proteina fue de 27.64 + 1.2-
67.94 + 1.2 mg/g de materia seca (MS). Los analisis mostraron una correlacién positiva alta
(R2=0.72) entre la materia seca y el contenido de aceite, marcadores ampliamente reportados.
Mediante Western blot, se identificaron las isoformas de DGATL1 (~50 kDa), DGAT2 (~37
kDa), PDAT1 (~140 kDa), PDAT2 (~76 kDa) y PDAT3 (~63 kDa). Los resultados de la
densitometria mostraron una distribucion diferencial de estas isoformas en la madurez
poscosecha: en la etapa de cosecha, hubo una mayor expresion de DGAT1, DGAT2, PDAT1
y PDAT?2, indicando que, al momento del corte, el fruto estd en su méaximo vigor metabdlico
por una produccion masiva de TAG tanto por sintesis directa (DGAT) como por transferencia
de lipidos de membrana (PDAT). En la etapa de consumo de la fruta la isoforma PDATS3 se
encontrd abundante sugiriendo remodelacion de la composicion de los acidos grasos para
darle la textura y estabilidad final al fruto. En senescencia, todas las isoformas de ambas
enzimas (PDAT y DGAT) disminuyeron, probablemente asociado a que la maquinaria
enzimatica se degrada en esta etapa. PDAT1 presentd una correlacion positiva alta con aceite
(R2=0.74) y con TAG (R?=0.81), indicando que en etapa poscosecha en aguacate, el flujo de
carbono a traves de los fosfolipidos es vital para el rendimiento final de lipidos; PDAT3 y
DGAT2 presentaron una correlacion negativa alta con aceite (R>= -0.94 y -0.90,
respectivamente) y con TAG (R?=-0.74 y -0.69, respectivamente), lo que puede sugerir que

su actividad es mas de regulacion no propiamente la sintesis de lipidos; PDAT2 y DGAT1



presentaron correlaciones negativas bajas con aceite (R?=-0.14 y 0.07, respectivamente) y
con TAG (R?=-0.36 y -0.15 respectivamente), aunque estan presentes, no son las que
determinan la cantidad final de aceite. Este estudio es pionero en la inmunoidentificacion
directa y el analisis por densitometria de las isoformas de PDAT y DGAT en tejido de
aguacate durante la maduracion poscosecha. Los resultados fortalecen la comprension
bioquimica y fisiologica de la participacion de estas enzimas con los contenidos de materia

seca y aceite, asi como la biosintesis de TAG en aguacate poscosecha.
Palabras clave: aguacate, mesocarpio, aciltransferasas, PDAT, DGAT.

Abstract

The avocado (Persea americana Mill) is a fruit recognized for its capacity to store fatty acids
in triacylglycerols (TAG) forms. TAG biosynthesis occurs during physiological ripening,
involving the Kennedy pathway and key enzymes such as DGAT (Acyl-CoA: diacylglycerol
acyltransferase) and PDAT (phospholipid: diacylglycerol acyltransferase). However, it is
unknown if in the avocado oil or dry matter (DM), PDAT and DGAT presence changes
during postharvest ripening. In this research, the avocado mesocarp was evaluated at three
stages: harvest, consumption, and senescence. In addition, the presence of DGAT and PDAT
enzyme isoforms was analyzed by densitometry. We found a significant and previously
unexamined change in the TAG content (52.58 + 0.18 % to 74.95 + 2.88 %), while the protein
concentration was from 27.64 + 1.2 to 67.94 + 1.2 mg g* DM. A high positive correlation
(R? = 0.72) was observed between dry matter and oil content. By Western blot the isoforms
of DGAT1 (~50 kDa), DGAT2 (~37 kDa), PDAT1 (~140 kDa), PDAT2 (~76 kDa), and
PDAT3 (~63 kDa) were identified. Densitometric results revealed a differential distribution
of these isoforms during postharvest ripening: 1) at harvest, there was a greater (higher)
expression of the DGAT1, DGAT2, PDAT1 and PDAT?2 isoforms. 2) In consumption,
PDAT3 was found to be abundant and 3) in the senescence, all isoforms of both enzymes
(PDAT and DGAT) decreased in abundance. PDAT1 showed a high positive correlation with
oil content (R? = 0.74) and TAG (R? = 0.81); In contrast PDAT3 and DGAT2 showed a high
negative correlation with oil (R? = -0.94 and -0.90, respectively) and with TAG (R? = -0.74



and -0.69, respectively); PDAT2 and DGAT1 showed low negative correlations with oil (R?
=-0.14 and 0.07, respectively) and with TAG (R? = -0.36 and -0.15, respectively). This study
is pioneering in the direct immunological identification and densitometric analysis of PDAT
and DGAT isoforms in avocado tissue during postharvest ripening. The results strengthen
the biochemical and physiological understanding of the involvement of these enzymes
(DGAT and PDAT) in dry matter and oil content, as well as in TAG biosynthesis.

Keywords: avocado, mesocarp, acyltransferases, PDAT, DGAT.

Abreviaturas

var Variedad
TAG Triacigliceroles
DAG Diacilgliceroles

PDAT Fosfolipido: diacilglicerol
aciltransferasa

PDAT1 Isoforma uno de fosfolipido:
diacilglicerol aciltransferasa

PDAT?2 Isoforma dos de fosfolipido:
diacilglicerol aciltransferasa

PDAT3 Isoforma tres de fosfolipido:
diacilglicerol aciltransferasa

DGAT acil-CoA: diacilglicerol
aciltransferasa

DGAT1 Isoforma uno de acil-CoA:
diacilglicerol aciltransferasa

DGAT2 Isoforma dos de acil-CoA:
diacilglicerol aciltransferasa

g Gramos
cm Centimetros

EC Numero de la Comision de enzimas

ACCase Enzima acetil-CoA carboxilasa

FAS Sintasa de acidos grasos
G3P Glicerol-3-fosfato
LPA acido lisofosfatidico

LPAT Aacido lisofosfatidico aciltransferasa

PA &cido fosfatidico
PC fosfatidilcolina
LPC lisofosfatidilcolina

FAD2 Isoforma dos de delta-12
desaturasa

FAD3 Isoforma tres de delta-12
desaturasa

PUFAs Acidos grasos poliinsaturados
kDa Kilodalton

H1246 Levadura cuddruple knock-out
BSA AlbUmina sérica bovina

RE Reticulo endoplasmico

pH Potencial de hidrégeno

FAs Acidos grasos inusuales



° C Grados Celsius

s Segundos

L Litros

mM Milimolar

NaCl Cloruro de sodio

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
RIPA Buffer de radioinmunoprecipitacion
NaF Fluoruro de sodio

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
NP40 Buffer de lisis celular

HCI Acido clorhidrico

min Minutos

ml Mililitros

nm Nandmetro

pl Microlitro

ADNCc Acido desoxirribonucleico
complementario

pb Pares de bases

RNA Acido ribonucleico
PCR Reaccion en cadena de polimerasa

SDS-PAGE Electroforesis en geles de
poliacrilamida con reactivo dodecilsulfato
sodico

mA miliamperios

h Hora

V Voltio

TBS Amortiguador salino de Tris

TTBS Amortiguador salino de Tris con
Tween

mg Miligramos

dL Decilitros

DE Desviacion estandar

r Coeficiente de correlacion
xg Gravedades

MS Materia seca

DM Dry matter



I Introduccion.
El aguacate (Persea Americana Mill), es un fruto climatérico que a diferencia de otros frutos
acumula grandes cantidades de &cidos grasos a lo largo de su crecimiento y madurez,

principalmente, acido oleico (Pedreschi, R., et al., 2019).

La precision en la determinacion del momento éptimo de cosecha del fruto del arbol se basa
en la evaluacion de varios indicadores clave. Estos incluyen un rango de materia seca del 19-
25 %, porcentaje que indica una reduccién significativa del agua en el mesocarpio.
Asimismo, es fundamental monitorear el incremento del porcentaje de aceite, que debe
alcanzar entre el 9 % y el 18 %, representando una acumulacion del 60-70 % del peso seco
del fruto. Adicionalmente, se consideran signos externos como la degradacion de la clorofila
en el exocarpio (cascara) y el ablandamiento enzimatico del mesocarpio (Pedreschi, R., et
al., 2019; Salameh, M., et al., 2022; Rodriguez, P., et al., 2023).

Al comenzar la etapa poscosecha en el fruto, los acidos grasos presentes en el mesocarpio
del aguacate se encuentran almacenados en forma de triacilgliceroles (TAG) en los
idioblastos (Barrientos. A. F., Garcia, E. & Avitia, E. 1996). La biosintesis de los acidos
grasos estd regulada por la participacion de la acil-CoA, un compuesto derivado de la
descarboxilacion del piruvato durante la glucélisis. Este proceso se inicia en los cloroplastos,
donde se genera un pool de acil-CoA que, una vez en el citoplasma da lugar a la ruta Kennedy.
Esta via consiste en la acilacion secuencial del glicerol-3-fosfato, que culmina en la
formacion final catalizada por la enzima diacilglicerol aciltransferasa. Este proceso ocurre
por medio de dos alternativas: una dependiente de acil-CoA donde actua la enzima acil-CoA:
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) y otra independiente catalizada por la enzima
fosfolipido: diacilglicerol aciltransferasa (PDAT). Ambas aciltransferasas desempefian un
papel clave al catalizar la conversion del diacilglicerol (DAG) en triacilglicerol (TAG)
mediante la adicién de un grupo acilo (Chi, E. Y., et al., 2008; Zhang, M., et al., 2009;
Cagliari, A., et al., 2011). A la fecha, no se ha identificado la presencia ni caracterizado la
dindmica funcional de las enzimas diacilglicerol aciltransferasas (PDAT y DGAT) durante
la madurez poscosecha del aguacate. Este vacio en el conocimiento resulta critico, dado que

la maduracion del fruto conlleva una acumulacion progresiva de &cidos grasos que,



tedricamente, demanda una sintesis intensificada de TAG para su almacenamiento o una
remodelacion lipidica orientada a la calidad de consumo. Por lo tanto, determinar la presencia
proteica y el comportamiento de estas isoformas es fundamental para esclarecer su vinculo
con la materia seca, el indice de aceite y la concentracion de TAG en el mesocarpio

poscosecha.

1. Antecedentes.

2.1. Importancia historico-social y econdémica del aguacate en México y el mundo.

El aguacate (Persea americana) se origind en las montafias de México y Guatemala, desde
donde se dispersé por el centro y sur de América. Su posterior comercializacién impulsé el
desarrollo de variedades mejoradas, como la Hass, que naci6 en Hebra Heights, California,
gracias a Rudolph Hass. Actualmente, es la variedad Hass, la principal cultivada y producida
a nivel mundial (Yahia, E.M. & Woolf, A. 2011; Zapata, E. 2014). México es el principal
productor mundial de aguacate, destacando la produccion fundamental en entidades como
Michoacan, Jalisco, Estado de México, Nayarit y Morelos (SIAP. 2025).

2.2. Caracteristicas generales del aguacate

El aguacate es una planta cotiledonea de la familia Lauraceae, fue clasificado como Persea
gratissima por Gaertner y Persea americana por Miller (Robayo, T.A. 2016). El fruto es una
baya de 5-15 cm oval, de superficie lisa 0 rugosa y un peso de entre 120-500 g. Esta
constituido por exocarpio (cascara), mesocarpio (pulpa) y endocarpio (semilla) como se
muestra la Figura 1 (Pérez, S., et al., 2015; Robayo, A. T. 2016).



Mesocarpio
Pericarpio (pulpa)
(fruto)

Exocarpio
(cascara)

Semilla Endocarpio (piel de la
semilla)

Figura 1. Esquema del fruto de aguacate y su anatomia. Modificado de Barrientos. A. F.,
Garcia, E. & Avitia, E. 1996 y Neves, B., et al., 2024.

El mesocarpio, o pulpa del fruto del aguacate, constituye aproximadamente dos tercios del

peso total de la fruta.

2.3. Maduracion del fruto del aguacate.
Previo a la maduracion del fruto, el crecimiento del aguacate se caracteriza principalmente
por la division y alargamiento celular. La maduracion del fruto del aguacate se da en dos

etapas:

1) La maduracién fisioldgica que comprende el crecimiento en el arbol de 20-60 semanas
después de la polinizacién, esta maduracién es considerada cuando las semillas del fruto
estan aptas para germinar y posteriormente reproducirse (Pérez, R. 2012), en ella existe un
incremento de volumen en el fruto, producido por divisién celular (Barrientos A. F., Garcia,
E. & Auvitia, E. 1996). Ademas, el fruto contiene alrededor de 80 % de agua, con altas tasas
de liberacion de didxido de carbono, respiracion y produccion de etileno (Hernandez, I., et
al., 2016; Morales, J. L., et al., 2017). Es durante esta etapa que se realiza la sintesis de
lipidos, en especifico los acidos grasos y TAG, por lo cual se evalta el contenido de aceite

como indicador para cosecha del fruto (Rodriguez, C. E., et al., 2017).



2) La maduracion poscosecha implica el ablandamiento de la pulpa (mesocarpio) regulado
de forma enzimatica por pectinasas, poligalacturonasas, celulasas y amilasas que actGan
degradando los componentes de la pared celular y provocan que la textura del fruto cambie
de firme a suave (Hernandez, 1., et al., 2016). La maduracién se divide en tres etapas
principales: 1) cosecha (el fruto es firme y aun no es comestible); 2) consumo (el aguacate
alcanza su punto optimo de madurez y estd listo para comer); 3) senescencia (el fruto
comienza a deteriorarse). Durante estas etapas, se determinan los indices de madurez
poscosecha del fruto que incluyen: la cantidad de materia seca y el contenido de lipidos
(Zapata, E. 2014; Pedreschi, R., et al., 2019).

2.3.1. Indices de madurez poscosecha del fruto del aguacate.

El primer indicador de maduracion en el aguacate Hass utilizado por el sector industrial y los
consumidores es el color del exocarpio (cascara), va desde una tonalidad verde intenso a
violeta oscuro al paso que el fruto madura, debido a la degradacion paulatina de la clorofila
y la acumulacion de cianidina-3-glucosido (Figura 2) (Zapata, E. 2014; Rosas, N., et al.,

2020), lo cual puede analizarse por técnicas de espectroscopia (Lin, X., et al., 2020).

Cosecha Consumo Senescencia
‘ | l
‘ ‘ ' ‘
Degradacion de clorofila Acumulacion de cianidina-3-glucosido

Figura 2. Coloracion en exocarpio durante su madurez poscosecha. Figura de autoria propia

se incluyen imagenes de los aguacates de este proyecto.

El segundo indicador a nivel comercial, la materia seca es el parametro principal para
determinar la calidad del aguacate y reducir los defectos de la pulpa (Figura 3). Este indicador

nos permite definir las tres etapas clase de la maduracién poscosecha del fruto: 1) cosecha:



la materia seca ideal para retirar el fruto del arbol se encuentra entre 19-25 %, 2) consumo:
el aguacate esta en su punto éptimo para ser consumido cuando la materia seca presenta un
rango de 26-30 %, 3) senescencia: la etapa de senescencia ocurre cuando el fruto se comienza
a degradar y presenta pardeamiento en su cascara, el contenido de materia seca supera el 30
% (Zapata, A. F. 2014; Hernandez, I., et al., 2016; Salameh, M., et al., 2022).

Cosecha Conlsumo Senescencia
| : \

19-25% 26-30% >30%

Figura 3. Porcentaje de materia seca durante la madurez poscosecha. Elaborada a partir de
Zapata, A. F. 2014, Hernandez, I., et al., 2016 y Salameh, M., et al., 2022.

El tercer indice es el contenido de aceite (8-20 %) que da a conocer las condiciones de
crecimiento, la acumulacion de aceite hasta la cosecha y el momento adecuado para retirar
el fruto del arbol para asegurar una buena calidad de consumo (Hernandez, 1., et al., 2016).
El contenido de aceite aumenta tras la maduracién del fruto y rebasa el 20 % cuando se
encuentra en la etapa de consumo como se puede observar en la Figura 4 (Méndez, C., et al.,
2023).



Cosecha Consumo Senescencia
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Figura 4. Contenido de aceite durante la madurez poscosecha. Elaborada a partir de Herrera,
J.A., 2017; Méndez, C., et al., 2023; Neves, B., et al.,2024

Ademas, el indice de materia seca y el indice de aceite se correlacionan positivamente lo que
los vuelve indicadores fiables como referencia de la madurez poscosecha del fruto (Cerdas,
M. M., et al., 2006; Rodriguez, P., et al., 2023; Méndez, C., et al., 2023).

2.4. Valor nutrimental del mesocarpio en el aguacate.

El aguacate es reconocido por su perfil nutricional, ya que es una excelente fuente de grasas
monoinsaturadas saludables, que aportan beneficios a la salud cardiovascular, como la
reduccion del colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad) y el aumento del colesterol
HDL (lipoproteina de alta densidad). Como se muestra en la Tabla 1, su composicién de
macronutrientes resalta su valor alimenticio. Ademas de su contenido lipidico el aguacate es
rico en una variedad de vitaminas (K, C, E, acido félico y B5) y minerales esenciales

(magnesio, potasio, cobre, fésforo y zinc).

Tabla 1. Macronutrientes en el mesocarpio de aguacate

Nutriente Porcentaje (%)
Proteinas 1-3
Carbohidratos 0.8-4.8
Fibra dietética soluble e insoluble 14a3
Lipidos 60-70 %

Fuente: Kilaru, A., et al., 2015



El mesocarpio del aguacate también contiene una diversa gama de metabolito s secundarios,
incluyendo fitoesteroles, carotenoides, alcaloides, &cidos fendlicos, flavonoides y tocoferoles
(Robayo, A. T. 2016; Ezzedine, K., 2018).

2.5. Lipidos en el mesocarpio poscosecha.

Durante la madurez fisioldgica el fruto del aguacate acumula la mayor cantidad de lipidos en
el mesocarpio (60 - 70% de lipidos en peso seco) (Kilaru, A., et al., 2015).

La composicion de los lipidos totales se encuentra conformada por 96% de lipidos neutros,
3 % de glicolipidos y 1% de fosfolipidos contenidos en los idioblastos (Hernandez, 1., et al.,
2016). Los lipidos neutros son: tri, di y monoacilgliceroles, acidos grasos libres, esteroles
libres, y esterol ésteres (Takenaga, F., et al., 2008; Pedreschi, R., et al., 2019). Los
glicolipidos: monogalactosil-diacilglicerol, acilesterilglucosido, esterglucosido, cerebrasido,
digalactosil-diacilglicerol, entre otros y los fosfolipidos: acido fosfatidico,
fosfatidiletanolamina, fosfatildiglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol entre otros
(Takenaga, F., et al., 2008).

Durante la maduracion poscosecha la parte lipidica del mesocarpio del fruto se encuentra
almacenada en forma de TAG formados por acidos grasos monoinsaturados (&cido oleico:
59-81% y palmitico: 7-22%); seguidos de los &cidos poliinsaturados (3-11 % é&cido alfa-
linolénico y palmitoleico) y &cidos grasos saturados (7-22 %) (Hurtado, E. et al., 2018;
Pedreschi, R., et al., 2019).

Asociado a lo anterior, se ha observado un cambio en la composicién y el contenido general
de los &cidos grasos (Luza, J. G., et al., 1990), donde los acidos grasos insaturados como el
acido oleico y linoleico aumentan mientras que los &cidos grasos saturados como el palmitico
y estearico disminuyen por la actividad de la estearoil-ACP desaturasa (SAD) y de otras
desaturasas (Ford, N., et al., 2023; Ozdemir, F. & Topuz, A. 2004).

2.6. Biosintesis de TAG.

La sintesis de lipidos (acidos grasos y TAG) en el aguacate sucede principalmente cuando la
fruta alcanza su madurez fisioldgica y durante la madurez poscosecha se estabiliza (Behera,
J., etal., 2023).



La biosintesis de TAG ocurre en el reticulo endopladsmico liso (REL) e implica la edicion de
un acido graso dentro de los fosfolipidos nitrogenados del REL. Los cuerpos oleosos de TAG
se acumulan en la lamina externa del REL y eventualmente se desprenden de él para formar
cuerpos oleosos que varian de 0.5-2.5 um de didmetro. La biosintesis finaliza con la accion
de dos enzimas clave: acil-CoA: diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) y fosfolipido:
diacilglicerol aciltransferasa (PDAT) como se puede observar en la Figura 5 (Cagliari, A., et
al., 2011; Kilaru, A., et al., 2015).
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Figura 5. Rutas de sintesis de TAG en plantas. 1. Ruta dependiente de acil-CoA, catalizada

por DGAT,; 2. Ruta independiente de acil-CoA, catalizada por PDAT. Modificada de
(Cagliari, A., etal., 2011; Liu, Q., et al., 2012; Lager, I., et al., 2020).

Los TAG son una clase de lipidos neutros que sirven como reserva energética tanto en
animales como en plantas (Figura 6). Los TAG predominan en las semillas y frutos de

oleaginosas como donadores de energia para su metabolismo (Liu, Q., et al., 2012).



La estructura de TAG es especifica en cuanto a la composicion de sus &cidos grasos para
cada organismo (Figura 6). En el mesocarpio de aguacate, estos lipidos representan una
cantidad significativa en toda la composicion del aceite de aguacate (~ 90%): trioleina 'y 1,2-
oleina-3-palmitina (~ 25%), 1,2-oleina-2-linoleina (~ 18 %) y 1-palmitina-2-linoleina-3-
oleina (~ 7) (Wang, M., et al., 2020).
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Figura 6. Estructura del triacilglicerol. Tres &cidos grasos (azul) se esterifican a una cadena
principal de glicerol (verde) en las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3 para formar una molécula de
triacilglicerol. Las cadenas de acidos grasos pueden estar saturadas, insaturadas o
polinsaturadas (Modificado de Urry, L. A., et al., 2021).

2.7. Enzima DGAT, E.C 2.3.1.20.

2.7.1.Caracteristicas generales.

La DGAT es una proteina integral de la membrana de reticulo endoplasmico que para la
mayor parte de las especies presenta una masa molecular aproximada de ~ 55 kDa y una
longitud de ~ 500 aminoacidos (Chi, E. Y., et al., 2008). El pH 6ptimo de actividad
enzimatica reportado para la DGAT en diversos tejidos se encuentra alrededor de 7
(Valencia, L. G. 2006; Liu, Y., et al., 2012). La familia DGAT esta conformada por cuatro
isoformas: DGAT1, DGAT2, DGAT3 y WS/DGAT. Las isoformas DGAT1 y DGAT2 se
localizan en la membrana del reticulo endoplasmico, mientras que DGAT3 es de caracter

citoplasmatico. Estas tres enzimas utilizan acil-CoA como sustrato para la sintesis de TAG.



Por otro lado, la enzima WS/DGAT presenta una actividad bifuncional como alcohol graso
aciltransferasa (sintasa de ésteres de cera, WS) y diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). En
cuanto a su localizacion, en bacterias se asocia a la membrana celular y cuerpos lipidicos,
mientras que en plantas se encuentra en la membrana del reticulo endoplasmico (Liu, Q., et
al., 2012; Wen., C., et al., 2025).

La enzima DGAT juega un papel crucial en la determinacién del flujo de carbono hacia la
sintesis de TAG, en la Figura 7, se puede observar la reaccion enzimatica catalizada por esta
enzima (Valencia, L. G. 2006).
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Figura 7. Reaccién enzimatica catalizada por acil-CoA: diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT). Adaptada de Cagliari, A., et al, 2011; Ge, Y., et al., 2021

En aguacate, la isoforma DGAT1 es una enzima predominante. En este fruto se ha visto que
las enzimas DGATL1 y PDAT1 son las més asociadas a la sintesis de TAG, mientras que la
DGAT2 lo es menos. Sin embargo, hasta la fecha, no se han reportado estudios que
demuestren la presencia de las isoformas de enzimas DGAT y PDAT en el mesocarpio de
aguacate en poscosecha. Tampoco hay reportes de la posible asociacion de sus cambios con

respecto al porcentaje de aceite y la concentracion de TAG en esta etapa.

2.7.2.PDAT, EC 2.3.1.158
2.7.2.1. Caracteristicas generales.
La enzima PDAT pertenece a la familia de las lecitinas: colesterol aciltransferasas (LCAT)

y comparte homologia estructural con la LCAT humana (Falarz, L., et al., 2020), sin



embargo, su actividad enzimaética fue identificada en levaduras y plantas (Zang., X., et al.,
2019). Es una proteina que contiene ~ 650 a 690 residuos de aminoacidos que se dirige a la
membrana del REL por un solo dominio transmembrana orientado hacia el lumen (Dahlqgvist
A, et al., 2000; Ghosal, A., et al., 2007). La enzima PDAT tiene un peso molecular de 140

kDa reportado y su punto isoeléctrico oscila entre 6 a 8 (Zang, X., et al., 2019).

Existen de 2 a 6 genes que codifican a PDAT, dependiendo de la especie que se analice, de
manera que en Arabidopsis thaliana se han encontrado 2 genes, en ricino (Ricinus communis)
3 genes (van Erp H., et al., 2010), en lino (Linum usitatissimum L.) 6 genes (Pan, X., et al.,
2013) y hasta 12 genes en semillas de diferentes especies de algodon (Gossypium) (Zang, X.,
etal., 2019).

La especificidad de la enzima PDAT varia entre especies, lo que podria desempefiar un papel
crucial en la incorporacién de acidos grasos inusuales en las moléculas de TAG de las plantas.
En un estudio con Arabidopsis thaliana, la inactivacién del gen PDAT (linea knock-out)
resultd en una drastica disminucion del acido linoleico (18:2) y el acido a-linolénico (18:3),
acompafiada de un aumento del &cido oleico (18:1). Ademas, la eliminacion de PDAT1

acelerd la senescencia de la planta (Demski, K., et al., 2020).

La PDAT es la enzima principal que canaliza PUFASs (&cidos grasos poliinsaturados) recién
formados de la fosfatidilcolina (PC) y la lisofosfatidilcolina para transferirlo al diacilglicerol
(Figura 8) para producir TAG en levaduras y plantas, esta via es complementaria a la de la
DGAT, la cual incorpora preferentemente acido oleico (18:1) de forma directa al TAG,
permitiendo asi una regulacion diferenciada del perfil de &cidos grasos en los lipidos de
reserva. Sin embargo, para convertirse en poliinsaturado (18:2 o 18:3), a menudo es
transferido primero a la PC, donde las enzimas desaturasas (FAD2, FAD3) acttan sobre él.
Sin PDAT, los PUFAs quedan inmersos en los fosfolipidos o deben seguir rutas metabdlicas
ineficientes para llegar al TAG. Por lo tanto, el aceite final es carente en PUFAs y enriquecido

en su precursor, el acido oleico.

Ademas, se propone que esta enzima esté involucrada en el almacenamiento de altos niveles

de &cido graso hidroxilado (acido ricinoleico) y acido graso epoxido (acido vernolico) en los



TAG en ricino (Ricinus communis) y Crepis palaestina, respectivamente. Ademas, se mostro
que esta presente una enzima similar en Saccharomyces cerevisiae, y se identifico el gen que
codifica esta enzima, YNROO8w (Dahlqvist, A., et al., 2000).
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Figura 8. Reaccion enzimatica catalizada por Fosfolipido: diacilglicerol aciltransferasa
(PDAT). Adaptada de Cagliari, A., et al, 2011; Ge, Y., et al., 2021

PDAT presenta una capacidad amplia para utilizar diferentes fosfolipidos como donantes de
acilo y aceptar grasas de distintas longitudes, desde C10 hasta C22 (Aznar, J. A., 2013). En
un estudio en el que se expresaron las enzimas DGAT1, DGAT2 y PDAT1 del aguacate en
S. cerevisiae y hojas de Nicotiana benthamiana, se encontré que las enzimas DGAT1 y
PDAT1 prefieren los sustratos que contienen acido oleico, ademas de que ambas proteinas
trabajan de manera alternativa en el ensamblaje de TAG en el mesocarpio del aguacate
(Behera, J., et al., 2023).

2.8. Sinergia de enzimas DGAT y PDAT.
Las dos enzimas DGAT y PDAT, realizan la acilacion de DAG (Liu, Y., et al., 2012).

» Via Cléasica (Ruta Kennedy): La sintesis de TAG ocurre principalmente cuando una
enzima DGAT toma un acido graso activado (acil-CoA) y lo une a una molécula de

diacilglicerol (DAG) para formar un TAG.



DAG + acil-CoA --[DGAT]--> TAG

e Via Alternativa (Dependiente de PDAT): La enzima PDAT ofrece una ruta
alternativa y complementaria. En lugar de usar acil-CoA, PDAT toma un &cido graso

directamente de un fosfolipido (como la PC) y lo transfiere al DAG para formar TAG.
DAG + Fosfolipido (ej. PC) --[PDAT]--> TAG + Lisofosfolipido

En estudios comparativos de semillas de girasol (Helianthus annus 1.) y cartamo (Carthamus
tinctorius) se encontro que la actividad de la enzima PDAT es mayor que la de la DGAT en
el cartamo, lo cual indica que utiliza una ruta de produccion de grasas 0 TAG que no depende
de la molécula acil-CoA y que es principalmente impulsada por la enzima PDAT (Aznar, J.
A., 2013; Liu, Y., et al., 2012).

La fisiologia de las aciltransferasas DGAT y PDAT varia entre especies y su influencia actua
en la composicion y distribucion de los acidos grasos dentro de los TAG, lo cual es relevante
porque la identificacion de los acidos grasos especificos para las aciltransferasas permitiria
producir acidos grasos que satisfagan necesidades particulares a nivel industrial y comercial.
(Wen, L., etal., 2025).

La funcién de las isoformas de las aciltransferasas DGAT y PDAT en el mesocarpio de
aguacate durante la madurez poscosecha no ha sido previamente estudiada. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue investigar la funcionalidad de estas enzimas, encargadas del paso
final de la sintesis de TAG), en el fruto poscosecha. Para ello, se determiné la presencia de
DGAT y PDAT a nivel de expresion génica y principalmente la densitometria de sus
proteinas, ademas se correlacionaron estos hallazgos con parametros bioquimicos clave,
como el contenido de materia seca, el porcentaje total de aceite y la concentracion de TAG,

con el fin de elucidar su posible rol en el metabolismo lipidico durante la etapa poscosecha.



3. Justificacion

El mesocarpio del aguacate tiene la propiedad de poder acumular grandes cantidades de
aceite durante la madurez poscosecha, almacenandose en forma de TAG. La importancia
nutricional y de beneficios a la salud del aceite de aguacate ha elevado su produccion
mundial, ya que es uno de los pocos frutos con una importante capacidad de almacenamiento

de &cidos grasos monoinsaturados (Kilaru, A., et al., 2015; Demski, K., et al., 2020).

Los TAG son la forma en la que las plantas almacenan energia de alta densidad. La biosintesis
de estos lipidos en los vegetales comienza en los cloroplastos, pasando al citoplasma y de
este al reticulo endoplasmico, en donde se lleva a cabo la acilacion consecutiva del glicerol-
3-fosfato (G3P) a través de la via Kennedy por medio de una bifurcacion en el paso final de
las sintesis de TAG, una dependiente de acil-CoA en donde interviene la DGAT vy otra
independiente llevada a cabo por la PDAT, siendo estas dos enzimas participes en el tltimo
paso de la ruta y funcionado como limitantes para la formacion de TAG (Kilaru, A., et al.,
2015).

Hasta la fecha, no existen reportes sobre los cambios en la presencia de las isoformas de
aciltransferasas DGAT y PDAT en el mesocarpio de aguacate poscosecha. Comprender si
estas enzimas, cruciales para la sintesis de aceite, permanecen activas es fundamental para
elucidar los mecanismos moleculares que rigen el metabolismo lipidico en esta etapa. De
forma especifica, es importante determinar si la densitometria de estas enzimas se asocia 0
correlaciona con indices como el porcentaje de materia seca y aceite, asi como con la

concentracion de TAG presentes en el fruto.

4. Hipotesis

La densitometria de las isoformas de DGAT y PDAT en el mesocarpio del aguacate (Persea
americana Mill. var. Hass) presenta un incremento diferencial durante la madurez
poscosecha, y esta variacion esta positivamente correlacionada con el aumento de materia

seca, aceite y TAG.



5. Objetivos

5.1. Objetivo general.

Determinar la densitometria de las isoformas de DGAT y PDAT, ademas de su correlacion
con materia seca, aceite y TAG durante la madurez poscosecha del mesocarpio en el aguacate

Persea americana Mill var. Hass.

5.2. Objetivos especificos.
1. Analizar la densitometria de las isoformas de DGAT y PDAT durante la madurez
poscosecha del mesocarpio en el aguacate Persea americana Mill var. Hass.
2. Evaluar la correlacion entre materia seca, contenido de aceite y TAG con las
isoformas de DGAT y PDAT en la madurez poscosecha del mesocarpio en el

aguacate Persea americana Mill var. Hass.

6. Material y métodos.

6.1. Consideraciones bioéticas.

El protocolo fue sometido al comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales y se le
asigna el folio de dictamen 77FCN2020, asimismo se cuenta con la aprobacion por parte del
consejo interno y de Investigacion y Posgrado de la UAQ con el nimero de registro 12368.
Todos los residuos biologicos y quimicos derivados del proyecto fueron identificados,
almacenados y etiquetados segun las normas oficiales mexicanas para el manejo de Residuos
Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI) NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 y Residuos
Peligrosos (RP) NOM-052-SEMARNAT-2005 y los manuales de manejo de residuos de la
Facultad.



6.2. Obtencion de mesocarpio.

Los frutos de aguacate (Persea americana Mill var. Hass) fueron colectados de
Temascaltepec, Estado de México, por donacion de la Fundacion Salvador Sanchez Colin.
Se cosecharon en la etapa de madurez fisiologica presentando un exocarpio duro y de color
verde brillante para evaluarlos en la madurez poscosecha. Los aguacates se mantuvieron en
un espacio ventilado y a una temperatura ambiente de 20-23 °C. Se recolectaron 29 aguacates
y se analizaron durante 16 dias consecutivos. EI mesocarpio fresco se uso para extraccion de
proteinas y cuantificacion de porcentaje de materia seca. Por otro lado, una muestra del

mesocarpio se congeld en nitrégeno liquido y se almaceno a -70 °C para su posterior analisis.

6.3. Contenido de materia seca.

El contenido de materia seca se determind por el método de secado hasta peso constante en
microondas. Se prepar0 la muestra realizando un corte longitudinal en el aguacate (de
proximal a distal) para exponer y remover la semilla y el tequmento. Aproximadamente, 5 g
de pulpa fresca de aguacate se pesd en cajas Petri de plastico de 60 mm (previamente
pesadas). Las muestras se secaron en microondas en lapsos cortos de 30 segundos. El proceso
de secado continuo hasta que la diferencia entre pesajes consecutivos fue menor a 0.005 g
(peso constante). Se aplicé la siguiente férmula para calcular el porcentaje de materia seca
(%MS) (Valdéz, R. C. 2017).

% MS = (Peso seco en g) / Peso fresco en g) *100

6.4.  Extraccion de proteinas.

Para la extraccién de proteinas totales, se pesaron 5 g de mesocarpio fresco de aguacate y se
homogeneizaron en una proporcion 1:3 (p/v) en un buffer de lisis RIPA modificado. EI RIPA
contenia Tris 1 M, SDS 10%, Triton X 100 1%, NaCl 5 M, NaF 0.1 M, EDTA 0.5 M,
deoxicolato de sodio 100 mM, NP40 1%, inhibidores de fosfatasas: PMSF 100mM vy
ortovanadato de sodio 0.1 M, pH 7.5 ajustado con HCI. La lisis se complementd con y un
coctel de inhibidores de proteasas (Complete™, EDTA-free, Roche®). La muestra se 1iso
mecanicamente con un Polytron (Glas-Col®) en agitacion en hielo por 5 min. El



procedimiento se realiz6 por duplicado. Los homogenados se centrifugaron a 24,000 xg
durante 20 min en una ultracentrifuga a 4 °C para remover restos celulares. Se recupero el
sobrenadante resultante y se centrifugd a 480 xg durante 5 min para clarificacion final. El
extracto proteico de mesocarpio de aguacate se fracciond en alicuotas y se almacend en tubos

de 2 ml a-70 °C hasta su posterior andlisis (Kanellis, A. K., et al., 1989).

6.5. Concentracion de proteinas.

En una placa de 96 pozos se colocaron 10 ul de muestra o estdndar de proteina (albumina
sérica bovina, BSA: 50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/ml), se afiadieron 200 pl del reactivo de
Bradford (Bradford, M. 1976), se incubd por 5 min y se cuantifico la absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm en el lector de placas Spectramax-250® (Kanellis, A., et al.,
1989). La determinacién de la concentracion de proteinas del homogenado de aguacate se
realiz6 con modificaciones en volumen de colorante y muestra para micro Bradford (Pande,
S. & Murthy, M. 1994). Las modificaciones al método original (Bradford, M. 1976) son para
una escala menor de muestra (Pande, S. & Murthy, M. 1994).

6.6 Extraccion de RNA.

A partir de la extraccion del ARN, se realizé la retrotranscripcion para sintetizar ADN
complementario (ADNCc), seguida de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) punto final.
La literatura reporta una temperatura 6ptima de 60 °C para la amplificacion de los genes de
las enzimas DGAT y PDAT en Arabidopsis thaliana con transcritos de 400 — 500 pares de
bases (pb) (Li., R., et al., 2010).

Las secuencias de los oligonucleétidos para las aciltransferasas se revisaron en la plataforma
BLAST realizando un andlisis in silico con una temperatura de alineacién de 60 °C y una
elevacion de temperatura de amplificacion de 95 °C (no formaron estructuras secundarias
entre ellos en este analisis). Lo anterior permitid sintetizarlos con posible certidumbre para
asegurar la amplificacion especifica de las enzimas de interés. Para lo anterior se utilizaron
las regiones conservadas de ADNCc de las enzimas DGAT1, DGAT2 y PDAT de Arabidopsis
thaliana como referencia (Tabla 2).



Tabla 2. Oligonucledtidos para enzimas aciltransferasas en Arabidopsis thaliana Li, R.,

(2010).
Tamafio del
Gen Secuencia de oligos (5"-3") producto de
Amplificacion (pb)
Sentido TTGGCCGCTTTTCATGTG
DGAT1 o GCAGTAGAACATGCAGAGCC 500
Antisentido
CGTCATCTTGTACGT
Sentido GTCTTTGGTTATGAACCAC
DGAT2 550

Antisentido TATTGGTTTACCAACGAC
Sentido GGGCTCGAGCTTTGGGAAGG
PDAT1 400
Antisentido | GCAACAGCTTTTGGAACACC
18S RNA Sentido CGGCTACCACATCCAAGGAA

Antisentido GCTGGAATTACCGCGGCT

200

La extraccion de RNA se llevo a cabo dentro de una campana de flujo laminar y con
materiales nuevos o esterilizados. Se tomaron 300 mg del mesocarpio de aguacate, se
pulverizaron en un mortero adicionando nitrégeno liquido para exponer a temperatura
ambiente lo menos posible la muestra y tratar de reducir la actividad de las RNAasas. El
polvo se transfirié a un tubo donde se agregaron 3 ml de Trizol (Life Technologies) y se
incubd durante 5 min para la lisis total. Para la separacion de fases se agregé 600 pl de
cloroformo (CHClIs), se agitd en vortex y se centrifugd la mezcla (Allegra™ 2IR Centrifugue)
a 14,167 xg, durante 20 min a 4 °C. La fase acuosa se transfirio a un tubo donde se le
adicionaron 1,500 ul de isopropanol y se agité invirtiendo el tubo tres veces (incubacion por
10 min). Se centrifug6 a 14,000xg durante 10 min a 4 °C para obtener el pellet de RNA, que
se lavo 2 veces con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugd a 5,534 xg por 5 min a 4 °C. El
pellet se dejé secar alrededor de 1 h en la campana de flujo laminar, luego se resuspendio en
40 ul de agua libre de nucleasas y se incubd a 55 °C durante 10 min en bafio seco (Felisa)
para eliminar contaminacion con DNA. Se analiz6 la pureza del RNA total extraido en el

Nano Drop One®.



6.6. Expresion de los genes de las enzimas: DGAT y PDAT.

La amplificacion de los genes de las enzimas de interés se realizd por retrotranscripcion
seguida de la reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa PCR (RT-PCR). EI ADNc
se sintetizo con el kit SuperScript 11 RT (Invitrogen). Las reacciones de PCR se realizaron
por triplicado en volumenes de 25 pl, con 12.2 pl de agua libre de nucleasas, 4 ul de buffer
5X, 0.4 ul dNTP 10 mM, 1 pul de cada oligo sentido y antisentido (5uM) y 0.4 ul de Phire
hot start I DNA polimerasa y 1 pl DNA muestra. Las reacciones se realizaron en microtubos
de 50 pl, de acuerdo con el siguiente protocolo: activacion inicial de la polimerasa a 95 °C
durante 10 min. Posteriormente, se realizaron 40 ciclos de amplificacién de dos pasos:
desnaturalizacion a 95 °C por 15 s y una etapa de alineacién-extension a 60 °C por 1 min.
Finalmente, se llevd a cabo una extension final a 72 °C 5 min y un mantenimiento a 4 °C
para la preservacion de los productos de PCR. Los cebadores para la amplificacion especifica
de ADNCc se disefiaron en el articulo (Li, R., Yu, K. & Hildebrand, D.F., 2010) del que se
extrajeron, de manera que utilizaron el software Primer Express (Applied Biosystems),
teniendo en cuenta los criterios como la longitud del producto (~ 500 pb), temperatura éptima
de alineacion (60 °C) PCR y la probabilidad de auto desconexion del cebador, de tal modo

que podemos observar todos los elementos en la Tabla 2 de resultados.

6.7. Electroforesis SDS-PAGE.

Las muestras se separaron en funcion de su peso molecular por electroforesis de geles de
poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato sodico (SDS) en condiciones
semidesnaturalizantes reductoras. Se usaron geles de 7.5 % de concentracién de 1 mm de
grosor, se cargaron 80 pg de proteina total de extracto proteico de aguacate (15 pul de muestra
de homogenados de cada grupo experimental con 15 pl de amortiguador de la muestra en
cada pozo), ademas en uno de los carriles se colocd un marcador de peso molecular (Precision
plus Protein™ Standards Kaleidoscope™ BioRad®, 10-250 kDa). La electroforesis se
realizd con una intensidad de 100 V, durante 1h con 30 min a4 °C en solucién amortiguadora
de corrida 1x. Posteriormente, unos de los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie
(BioRad R-250®) para evaluar corrimiento proteico y otros mas se transfirieron a membranas

de nitrocelulosa.



6.8. Evaluacion semicuantitativa por Western Blot.

Luego de la electroforesis, los geles que se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(BioRad®) (condiciones himedas, sistema “sandwich” lado cassette negro, esponjas, papel
filtro, gel, membrana, papel filtro, esponjas y lado cassette blanco usando un buffer tris-
glicina-metanol a pH 8.3, corriente de 200 mA durante una 1 h en agitacion constante y a 4
°C. Al término de la transferencia, el gel se tifidé con solucion a base de azul de Coomassie
R-250 BioRad® para visualizar que no se hayan quedado proteinas sin transferir a la
membrana. Mientras que la membrana fue tefiida con rojo de Ponceau para la observacién de
las bandas de las proteinas. Posteriormente, la membrana se destifié con lavados de agua
destilada. Los pesos moleculares transferidos a la membrana fueron marcados con una aguja.
Las membranas se lavaron con TBS 1X, pH 7.5 durante 10 min. Las membranas se incubaron
para inmunodetectar, por vez primera en aguacate poscosecha, las enzimas de interés con
anticuerpos especificos DGAT (1:500, Agrisera Ab) y PDAT (1:500, Agrisera Ab) en TBS
1X con 1% leche por 1 h, mientras que se us6 la inmunodeteccion con el anticuerpo de i3-
actina (Lopez, L. A, et al., 2017) como control de cargado. Las membranas se lavaron 2
veces con TTBS 1X por 10 min. Posteriormente se incubaron con anticuerpo secundario
1:3000 conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (sc-516102, Santa Cruz
Biotechnology) en TBS 1X + 1% de leche durante 2 h. Se repitieron 2 lavados con TTBS 1X
y 2 lavados con TBS 1X de 10 min cada uno. Las proteinas relacionadas con las
aciltransferasas PDAT y DGAT se visualizaron a través de la reaccion de una solucion de
diaminobencidina (0.5 mg/ml), 7 ml de TBS 1X y peréxido de hidrogeno (0.05%)
exponiendo la membrana alrededor de 30 min. Se llevo a cabo la cuantificacion de las
proteinas inmunodetectadas por densitometria con el analizador de imagen (Image Lab, Bio
Rad ®).

6.9. Contenido de aceite.
Se cuantifico el aceite total en 500 mg de tejido del mesocarpio de aguacate liofilizado. Para
el extracto lipofilico se utilizo el equipo semi automatizado Soxtec™ 2055 (Fat extraction

system) o Soxhlet, el cual permitio analizar 6 muestras a la vez. Se registro el peso inicial de


https://www.google.com/aclk?sa=L&ai=DChsSEwi46d78yvyPAxWQOEQIHR11FLYYACICCAEQABoCZHo&co=1&ase=2&gclid=CjwKCAjwuePGBhBZEiwAIGCVS3EvrbAE8gSsU7oEwI9QWha_Tw2fiXla32VVe7f3fc5N9xeAZAFJLxoC704QAvD_BwE&cid=CAASQ-RoQzxk5eUUd6zXNnDocoP-ejjttZem2kg2GID_plIjHA2owUUty8UI9A8c0mcrDNd4psab7ZfzW8oYD_P5v1bjdpo&cce=2&category=acrcp_v1_32&sig=AOD64_2lrZconQLdu13455iV1za9-LBZFA&q&nis=4&adurl&ved=2ahUKEwiO_9n8yvyPAxV7hu4BHSSKMBUQ0Qx6BAgXEAQ

las tazas sin muestra y sin humedad. 500 mg de polvo de aguacate se deposito en un papel
filtro (No.1), dentro de dedales y asimismo en tazas de metal. Estas se colocaron en el equipo
Soxtec™ 2055 (Fat extraction system) con 75 ml de hexano grado reactivo (Fagalab) a 150
°C. El proceso consistio en hervir, enjuagar, recuperar y pre secar el extracto con la fase de
lipidos por medio de un sistema cerrado, con una duracion de 1:30 h. Al concluir el proceso
de extraccion se evaporé el hexano en las tazas colocadas en el desecador por 12 h para
asegurar su peso constante. Posterior a ello se registro el peso final de las tazas y se calculo
el porcentaje de aceite de cada una de las muestras mediante la siguiente ecuacion (Valdéz,
R. C. 2017):
% aceite = (m2-ml)/m

Donde: m= masa de muestra (g), m1=peso inicial del matraz, m2=peso matraz con aceite.

6.10. Contenido de TAG.

Se pesaron 500 mg de liofilizado de aguacate y se agregaron 10 ml de reactivo de Folch (2:1,
cloroformo: metanol) 1:20 y se agitaron en vortex durante 3 min. Sonicacién durante 20 min
(ultrasonicador Cole-Parmer de 42 kHz). Después se prepararon 20 ml de NaCl al 0.9% para
lavar la muestra y se agregaron 0.2 ml de reactivo de Folch, después se centrifugd a 1040 xg
por 10 min a temperatura ambiente. En el tubo se formaron dos fases, se desecho la primera
fase y a la segunda se agregaron 4 ml de NaCl al 0.9% y se agitaron en vortex en 5
repeticiones, se centrifugé a 1980 xg por 5 min, se transfirid la capa inferior y se dejé
evaporar el cloroformo en una campana de flujo laminar durante 24 h. Finalmente se
cuantificaron los TAG presentes en las muestras de acuerdo a estandares en donde se
incluyen: control (139 mg/dL) y normal (109 mg/dL), establecidos en el kit de cuantificacion
de TAG.

6.11 Anélisis de datos.

Para la realizacion de los andlisis estadisticos de los datos se utilizo el software GraphPaD
Prism 8.3.0 aplicando Anova de una via del promedio de los datos + DE, seguido de prueba
post-hoc Tukey, p<0.05, n=8. Todos los experimentos fueron realizados de 3-5 repeticiones.
Ademas, se realizaron regresiones lineales seguidas de correlacion de Pearson para la

asociacion de parametros.



7. Resultados y discusion

7.1. Determinacion de maduracion del mesocarpio del aguacate, mediante el porcentaje de
materia seca.

El porcentaje de materia seca es un indicador de madurez, util para asegurar la calidad del

fruto y una madurez postcosecha dptima (Rodriguez, P., et al., 2023; Salameh, M., et al.,

2022). Con base al porcentaje de materia seca de los 29 frutos, la madurez poscosecha del

aguacate se dividio en tres categorias: 1) cosecha; 2) consumo y 3) senescencia (Zapata, A.

F. 2014; Hernandez, 1., et al., 2016), lo cual podemos observar en la Grafica 1.
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Gréafica 1. Aumento de porcentaje de materia seca en el mesocarpio de aguacates durante las
etapas poscosecha. Los datos se presentan como promedio = DE. Se realizaron tres

determinaciones de materia seca por individuo.



En este proyecto la materia seca increment6 1.3 £ 0.03 veces entre cada una de las etapas

poscosecha (cosecha, consumo y senescencia), como se muestra en la Gréfica 2.

459

40 C W 19-25%
= 3 26-30%
2 [ 0 30-42%
2 35+
=
2
=
= b
= 304 _]_

d
254
Cosecha Consumo  Senescencia

Gréafica 2. Contenido de materia seca en etapas: cosecha, consumo y senescencia en
mesocarpio de aguacate poscosecha. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre la materia seca de las diferentes etapas: cosecha-consumo p<0.05, cosecha-senescencia
p<0.0001 y consumo-senescencia p<0.0001. Los valores de las barras son el promedio + DE,

analisis por ANOVA, post-hoc Tukey.

Para dar seguimiento al trabajo se seleccionaron ocho muestras de aguacate representativas
del proceso de madurez poscosecha. En estas muestras se mantuvo una clara tendencia al
aumento del porcentaje de materia seca a medida que avanzd la madurez poscosecha del
aguacate (Gréfica 3). Entre estos ocho frutos el valor mas alto de materia seca se observo en
la etapa de senescencia, siendo 1.3 + 0.08 veces mayor que la cosecha y 1.13 + 0.08 veces

mayor que en la etapa de consumo (Gréfica 3).



Porcentaje de materia seca (%)

Cosecha Consumo Sensscencia

1 ]| 11 |
2376 2637 2742 2964 3007 3031 3228 3422

: c
35+ be T
g8
= b
o
= ] ab T
= 30- 1
5 4
": a
s T
/ a
254
I | | I I
1 2 3 4 s fi vl 8

Nimero de aguacates

Gréafica 3. Cuantificacion de porcentaje de materia seca en aguacates representativos de la
madurez poscosecha. Los datos representan promedio + DE, anélisis estadistico por ANOVA
de una via con post-hoc Tukey, se realizaron tres repeticiones del experimento en cada

muestra.

En comparacion con los resultados En un estudio en el que se evalu6 el porcentaje de materia
seca tanto de diferentes meses del afio (noviembre-enero) como en diferentes dias posteriores
a la cosecha del fruto (1 °, 4 ° y 8 ° dia) se obtuvo un aumento en el porcentaje de materia
seca en la variedad Hass de 23.87 a 27.92 % en un periodo de 8 dias poscosecha (Ozdemir,
F. & Topuz, A. 2004), lo cual fue menor con respecto al presente estudio, ya que en ese lapso
los aguacates que se utilizaron en este proyecto estuvieron dentro del intervalo de 23.76 a
35.34 % de materia seca (7.42 % mayor que en Ozdemir, F. & Topuz, A. 2004).

Mientras que, por otro lado, en un estudio llevado a cabo en aguacate para evaluar su
crecimiento y maduracion, se midio la cantidad de materia seca durante 6 dias poscosecha a
22 °C en donde se obtuvieron datos desde 26.6 a 29.5% de materia seca (Pérez, R. 2012),



esto resulta similar con los resultados obtenidos de nuestro trabajo, ya que al paso de 6 dias
posteriores a la cosecha el intervalo de materia seca obtenido fue de 23.76 a 29.64 % de
materia seca. Por lo tanto, este trabajo utilizé frutos de las tres etapas poscosecha reportadas

en la literatura: cosecha, consumo y senescencia.
7.2. Porcentaje de aceite y cuantificacion de TAG en el mesocarpio de aguacate.

La méxima concentracion de aceite se registrd durante la etapa de senescencia, fendmeno
que se atribuye a la biosintesis lipidica progresiva que ocurre durante la maduracion
poscosecha. Estos hallazgos son consistentes con la literatura, la cual describe un incremento
en el contenido de aceite y modificaciones en el perfil de acidos grasos conforme el fruto
alcanza su madurez tras la recoleccion (Ozdemir, F. & Topuz, A. 2004). Especificamente, el
porcentaje de aceite en la etapa de senescencia, en nuestro trabajo, fue 1.08 + 0.03 veces
mayor que en la cosecha 'y 0.77 + 0.3 veces que en el momento del consumo.

80+
C C
da a El_b

604
3
E
< 404
S

201

0

23:?6 2613? 27.42 29.164 30.07 30:31 32.28 34?22

% Materia seca
Gréfica 4. Porcentaje de aceite por método de Soxhlet. Las columnas representan el promedio
+ DE (p <0.001 - p < 0.05). Analisis estadistico por ANOVA de una via con post-hoc Tukey,
tres repeticiones del experimento en cada muestra. Las letras diferentes indican que existe

una diferencia significativa entre columnas.



De los diversos meétodos de extraccion de aceite, el sistema Soxhlet destaca por su alta
reproducibilidad (Flores et al., 2019). En el presente estudio, se emple6 este método para la
extraccion en aguacates, obteniendo un rendimiento de entre el 60% Yy 69%. Estos resultados
concuerdan con el 62% de lipidos reportado para la variedad Hass cultivada en México,
Australia, Estados Unidos y Nueva Zelanda, lo cual permite contrastar la influencia del
origen y la variedad en el contenido graso (Berasategi, I., et al., 2012; Tan, C. X., Tan, S. S.
& Tan, S. T. 2017; Flores, M., et al., 2019). El contenido de aceite es el indicador de cosecha
mas utilizado para los aguacates, se correlaciona de manera estrecha con el contenido de
materia seca, sin embargo, el calculo de materia seca se realiza con mayor frecuencia por ser
un método mas préctico y de bajo costo (Hernéndez, I., et al., 2016). Se obtuvo un coeficiente
de correlacion de 0.72, lo que confirma una asociacion lineal positiva y significativa entre el
porcentaje de aceite y la materia seca. Asimismo, el coeficiente de determinacion (R? = 0.52)
indica que el 52% de la variabilidad en el contenido lipidico es explicado por el incremento
de la materia seca. Estos valores reflejan una dependencia moderada-alta entre ambos
parametros, validando el uso de la materia seca como un indicador indirecto del rendimiento
graso (Vinuesa, P. 2016) (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Relacién entre los porcentajes de aceite y materia seca durante la madurez
poscosecha. La variable de porcentaje de aceite (eje de las ordenadas) de 60 a 69 % vy el

porcentaje de materia seca (eje de las abscisas) de 23.76 a 34.22 %. Se graficaron los



promedios + DE. La relacion entre variables se determind mediante regresion lineal con

correlacion de Pearson (p < 0.05)

La correlacion que existe entre los porcentajes de materia seca y aceite es positiva como se
pudo observar en la Grafica 5, lo cual coincide con los estudios realizados por Kader (2024)
quién menciono que estos dos indicadores dan a conocer la madurez que presentan los frutos
y asimismo se solicitan estandares internacionales para poder identificar el momento
adecuado para retirar el fruto del &rbol (Kader, A. A. 2024). Ademas, coincide con un estudio
comparativo entre el porcentaje de materia seca y contenido de aceite donde se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0.85 (Cerdas, M. M., et al., 2014) y con otro estudio donde el
coeficiente también fue de 0.95 (Carvalho, C. P., et al., 2015), lo cual sugiere que ambos
parametros presentan una fuerte asociaciéon para la calidad del fruto durante la madurez

poscosecha.

También analizamos el contenido de TAG en los frutos a lo largo de su maduracion
poscosecha, revelando variaciones significativas entre las etapas. El valor més alto de TAG
se registro durante la senescencia, alcanzando un 74.95 %, en contraste, el menor valor se
observd en la etapa de consumo con un 52.58 %. Durante la senescencia, los niveles de TAG
fueron notablemente superiores (1.13 + 0.13 veces que en la etapa de consumo y 1.25 + 0.23

veces mayor que, en la etapa de cosecha, Grafica 6).
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Gréfica 6. Porcentaje de TAG en relacion al porcentaje de materia seca. Los datos representan
el valor promedio (p <0.001 - p < 0.05) £ DE. Anélisis estadistico por ANOVA de una via
con post-hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra. Las letras diferentes

indican que existe una diferencia significativa entre columnas.

Estudios previos realizados en variedades Fuerte y Bacon reportaron que el contenido de
TAG constituye entre el 87 % y 89 % de la fraccion lipidica, lo que equivale al 80 % de los
lipidos totales en el mesocarpio del aguacate (Takenaga, F., et al., 2008). En contraste, los
resultados de este trabajo en variedad Hass muestran un rango inferior de 52.58 + 0.18 a
74.95 % de TAG. Esta discrepancia se atribuye primordialmente a la variabilidad genotipica
de las muestras analizadas, por el estado de madurez de los frutos al momento del muestreo
y las condiciones agrocliméticas de la zona de cultivo, factores que alteran significativamente
el perfil lipidico y la acumulacion de reservas energéticas en el mesocarpio del fruto.

7.2.1. Correlacion aceite y TAG.

La evaluacion de la relacion entre el porcentaje de aceite y el contenido de TAG en el
mesocarpio del aguacate resulto con un coeficiente de correlacion de 0.75, este valor indica
una correlacién positiva entre ambas variables y es bioldgicamente relevante, ya que significa

que el 75 % de la variabilidad observada en el contenido de TAG puede ser explicada por la



variabilidad en el contenido de aceite (Grafica 7), validando la teoria de que los TAG son la
forma principal en la que el aguacate almacena sus lipidos y confirma que el porcentaje de

aceite es un indicador preciso y fiable del contenido de TAG en el fruto.
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Gréafica 7. Relacion entre los porcentajes de TAG y aceite del mesocarpio de aguacates
poscosecha. TAG (eje de las ordenadas) de 52.58 % + 0.18 a 74.95 + 2.88 y aceite (eje de las
abscisas) de 60.90 % + 1.65 a 69.25 % * 1.36. Los valores representan el promedio = DE,
tres repeticiones en cada medicion. La relacion entre variables se determind mediante

regresion lineal con correlacion de Pearson (p < 0.05)

Los criterios anteriores son relevantes en el conocimiento de la madurez poscosecha, ya que
no se habia establecido una correlacién entre estas dos variables para entender su

comportamiento durante poscosecha, clave para el consumo y la comercializacion del fruto.

7.3. Expresion de las enzimas DGAT y PDAT.
7.3.1. Extraccion de ARN.

Se extrajo el ARN total a partir del mesocarpio de aguacate Hass poscosecha obteniendo una
concentracion media de 597 + 149.0 ng/pl. Asimismo, se midio la pureza por medio de dos

indices de absorbancia: contaminacién por proteina (A260/A280) donde se obtuvo un



promedio de 1.96 + 0.03, mientras que en el indice para identificar contaminantes por sales
y fenol (A260/A230) fue de 1.83 + 0.05 (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion y pureza de ARN total en mesocarpio de aguacates Hass poscosecha.

1.96+0.03 1.83+0.05 1494373 76320

Debido a que los indices anteriores estuvieron cercanos al valor de referencia que es la
absorbancia de 1.8 - 2.2 (Banco Nacional de ADN, 2020), indicando pureza del ARN
obtenido, se procedié a la retrotranscripcién y a la reaccion de PCR para la expresion génica

de las enzimas de interés.

7.3.2. PCR de las enzimas DGAT y PDAT.

En el presente estudio, se obtuvieron fragmentos de amplificacion con tamafios de banda
consistentes con los esperados: un transcrito entre 100-200 pb para el gen constitutivo 18S
rRNA (Figura 8A), un transcrito entre 300-400 pb para el gen de la enzima DGAT a una
temperatura de 59.9 ° C (Figura 8B), y un transcrito de 500 —600 pb para el gen de la enzima
PDAT a 59.2 °C (Figura 8C). Estos resultados confirman la expresion génica de DGAT vy
PDAT en el mesocarpio de aguacate poscosecha. La deteccién de la expresion de estos genes
mediante PCR valido la presencia de las enzimas en este tejido, lo cual fue consistente con
estudios previos que han reportado la expresion estos genes en una variedad de especies
vegetales, incluyendo Vernonia galamensis, Euphoria lagascae, Stokesia laevis, Ricinus
communis, Glycine max (Stahl, U., et al., 2004; Li, R., et al., 2010; Pan, X., et al., 2013).



Este hallazgo fue el fundamento para proseguir con la técnica semicuantitativa de Western
Blot la cual permitié determinar por densitometria la expresion de las proteinas de interés y

sus posibles cambios en las etapas poscosecha.
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Figura 9. Expresion de los genes DGAT y PDAT mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Los productos de PCR se obtuvieron a partir de ADNc sintetizado desde ARNm de
mesocarpio de aguacate Hass en fase de poscosecha, verificando la integridad y el tamafio de
los productos correspondientes a las enzimas del metabolismo lipidico

La amplificacion de los genes DGAT y PDAT se realizé con el proposito de confirmar la
actividad transcripcional de estas enzimas durante la etapa poscosecha. Dado que la literatura
se ha centrado mayoritariamente en la expresion génica durante la madurez fisiologica (en el
arbol), este analisis permite validar la persistencia de la maquinaria enzimética necesaria para
la biosintesis de lipidos tras la recoleccion. De acuerdo con la literatura, en el mesocarpio
del aguacate en desarrollo (dias después de la plena floracion), al realizarse un transcriptoma
de los genes codificantes para las enzimas DGAT y PDAT, se encontré al gen de la isoforma
DGAT1 como el que mas expresion mostrd, con un aumento mayor del doble en las etapas |
a V (mayor a 100 dias después de la plena floracién) durante el desarrollo del fruto en el
arbol; por otra parte, el gen de PDAT mostrd niveles de transcripcion similares con los de la
enzima DGAT, basados en un mapeo de lecturas por kilobase por millon (Kilaru, A., et al.,
2015). En un estudio se sobre expresaron genes de las enzimas DGATL1, DGAT2 y PDAT1

de aguacate en Saccharomyces cerevisiae Yy hojas de Nicotiana bethamiana para demostrar



la preferencias de estas enzimas por acido oleico, de manera que lograron aumentar el
contenido de lipidos y la cantidad de acido oleico en las hojas de esta misma especie, ademas
lo anterior les permitié llevar a cabo un disefio tridimensional, comparando un modelo
humano con las secuencias de ADN complementario de enzimas DGAT1, DGAT2 y PDAT1
del transcriptoma del aguacate, dicho disefio se basé principalmente en los aminoacidos,
sitios y dominios conservados de las enzimas (Behera, J., et al., 2022; Ibarra, E., et al., 2015;
Kilaru, A., et al., 2015). Sin embargo, la transcripcion de las enzimas PDAT y DGAT en
poscosecha no ha sido reportada previamente en la literatura, lo que confiere una relevancia

significativa a los resultados de este estudio.

A partir del analisis in silico de las enzimas DGAT1, DGAT2 y PDAT1 se originaron los
modelos tridimensionales: A) DGAT como una estructura dimérica, con extremos amino de
cada mondmero que interactian entre si y con los siguientes aminoacidos conservados:
histidina (His 461), glutamina (GIn 516) que estabiliza la posicion del tioéster de acil-CoA
para la unién del diacilglicerol (DAG), los aminoacidos de union del sustrato Trp 423, Asn4
24, His 428, Ser 457, His 461 y GIn 462, respectivamente. B) PDAT1, se esquematiza de
acuerdo con la region de la tapa (sitio para el reconocimiento especifico de sustratos), la
triada catalitica (Asp 585, His 638, Serina 262) y el puente salino en colores naranja, azul y
verde respectivamente ademas del extremo amino terminal. DGAT2 no muestra similitud e
identidad mayor al 20 %, lo cual impide la identificacion de los dominios y de los residuos

importantes para la estructura de esta enzima (Figura 7) (Behera, J., et al., 2022).
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Figura 10. Estructura tridimensional de las enzimas DGAT y PDAT. 1) Estructura de
aciltransferasa DGAT. 2) Estructura de aciltransferasa PDAT. Analisis in silico. Modificado

de Behera, J., et al. (2022).

En semillas de Arabidopsis thaliana se demostr6 que las enzimas DGAT1 y PDAT1
intervienen en la biosintesis de TAG, ademas de que cuentan con funciones importantes en
el desarrollo normal del polen y las semillas de esta planta, ya que al ser suprimidas estas
enzimas hay disminucion de la cantidad de aceite de las semillas y un desarrollo alterado de
las mismas y cuando existe la reactivacion de las enzimas DGAT1 y PDATL1 se incrementa

la cantidad de aceite y mejora el desarrollo de las semillas (Zhang, M., et al., 2009).

7.4. Analisis bioinformatico de las aciltransferasas DGAT y PDAT para Persea americana
Mill var. Hass.
Dado que no existian anticuerpos comerciales especificos para las enzimas diacilglicerol
aciltransferasas DGAT y PDAT en la especie Persea americana Mill optamos por el uso de
anticuerpos policlonales disefiados en el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii (los
unicos de venta comercial para estas enzimas). Esta decision se fundamentd en un analisis
bioinformatico realizado con el programa BLASTp (Basic Local Alignament Search Tool)
contra la base de datos de proteinas. Este analisis mostro que C. reinhardtii es la Gnica especie
ademas del aguacate en la que se ha secuenciado y caracterizado a las enzimas DGAT y
PDAT (NCBI, 2025). La conservacidn evolutiva de estas enzimas entre especies distintas

sugiere que los anticuerpos dirigidos a las proteinas de C. reinhardtii, pueden reconocer y



unirse a regiones homologas en las enzimas del aguacate. Esto nos permite inmunodetectar
las enzimas de interés a pesar de la falta de anticuerpos especificos en P. americana.

Para validar esta aproximacion, se realizo una alineacion de secuencias de aminoacidos entre
las enzimas DGAT de C. reinhardtii (la fuente del anticuerpo) y la enzima DGAT de P.
americana Mill var. Hass. Los resultados revelaron una similitud del 75 % y una identidad
del 30.04 % con una significancia estadistica de 4 x 10® que indica una coincidencia
bioldgicamente significativa y respalda firmemente la inmunodeteccion de las isoformas de
DGAT presentes en el mesocarpio de aguacate poscosecha.

Aunque la region exacta de los aminoacidos a la que se une el anticuerpo aun no se ha
determinado, estos resultados bioinforméaticos proporcionan una fuerte evidencia de la
relacién estructural y funcional entre las enzimas de ambas especies, confirmando que la
estrategia experimental es viable y que los anticuerpos utilizados son efectivos para el fin del
proyecto.

Asimismo, se obtuvo un resumen gréfico de la region de las proteinas que fueron alineadas
con la distribucion de los aminoacidos (200-600 en color rosa) de acuerdo con la secuencia
de cada una de las proteinas en cada especie (Figura 11A) y la esquematizacion descriptiva
de las coincidencias en los aminoécidos homologos, asi como las deleciones que existen para
la enzima DGAT entre las especies C. reinhardtii y P. americana Mill var. Hass (Figura
11B).
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B) UZX50365.1 acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 2 [Persea americana)
Sequence ID: Query_7071167 Length: 331 Number of Matches: 1

Score Expect Method Identities Positives Gaps
93.2 bits(230) 4e-26 Compositional matrix adjust. 73/243(30%) 117/243(48%) 23/243(9%)
Query 64 HIWKVMASYFPGARL---IKTADLDPAGRYIFVSHPHGVIAISDWLAFATEALGFSKLFP 120
+1 K YFP - IK DL+ A Y+F PH V+ I F+ P
Sbjct 92 YICKYACGYFPITLIVEDIKAFDLNQA- -YVFGFEPHSVLPIG- -~~~ VWALANFTGFMP 144
Query 121 GLDLRCATLASNFWVPGLREYILSHGMCGVGRDTLARVLTGKPGRAVWLVVGGASEALLA 180
++ ++ F+ P LR+ G+ R L G + ++V GGA E +
Sbjct 145 LPKIKVLASSAVFYTPFLRQIWTWLGLVPATRKKFVSYLGA--GYSCIIVPGGAREIVHM 202
Query 181 AEGTYDLVLRNRKGFVRLALQTGASLVPVLSYGETDTFHTYIPPPCSR-AAAVMKVLKQV 239
+ L+ RKGFVR+A++ G LVPV YG+ + + + PC + A++ +V4K
Sbjct 203 EHDSEVAFLKARKGFVRIAIEMGRPLVPVFCYGQGNVYKWW--KPCEKLLASIARVIK-- 258
Query 240 FGFSTPLCWGTGLFGGWGMLALQVPLTVWWGAPIQVDKVSSPTEAEVAALHKTYTEALQK 299
F+ + W G+FG + Q P+ +WG PI+V K T EV +H+s + AL+K
Sbjct 259 --FTPIVFW--GVFG--SPIPYQHPMHIVWGRPIEVKKNPLVTAEEVDEVHRQFVAALEK 312
Query 300 LWD 302

L++
Sbjct 313 LYE 315

Figura 11. Distribucion grafica del alineamiento de amino&cidos para la enzima DGAT entre

las especies C. reinhardtii y P. americana Mill var. Hass.

Para evaluar la relacién evolutiva de la enzima PDAT, se compararlos las secuencias de C.
reinhardtii y P. americana Mill var. Hass que resulté con un 30.60 % de identidad en una
region que abarca el 35 % de ambas proteinas, con un valor E de 8 x 10?°. Estos resultados
demuestras que existe una homologia biol6gicamente relevante entre las enzimas PDAT
ambas especies, sugiriendo un origen evolutivo comun y una probable conservacion de su

funcion.

La representacion gréfica para la enzima PDAT en C. reinhardtii y P. americana Mill var.
Hass nos muestra que en la region entre 160-391 aminoécidos hubo coincidencias de 80-200
aminoacidos con una identidad del 31 % (Figura 12B) y en la region entre 568-679
aminoéacidos coincidid el 43 % (Figura 12C) en la parte terminal del carboxilo con identidad

en la region de los aminoéacidos 160-391 donde y se muestra a continuacion (Figura 12A).
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B) UZX50366.1 phospholipid:diacylglycerol acyltransferase 1 [Persea americana)
Sequence ID: Query_134601 Length: 683 Number of Matches: 2

Score Expect Method Identities Positives Gaps

109 bits(272) 8e-29 Compositional matrix adjust. 71/232(31%) 106/232(45%) 41/232(17%)

Query 477 CWFRHMELDTVSGLDPEGIKLRAALGLEAVDYFIQGYWVWGKLVEALADVGYDSNSLVSM 536
CW HM LD +GLDP GI++R GL A DYF GY+WW L+ LA +GY+ ++

Sbjct 160 CWVEHMSLDNETGLDPSGIRVRPVTGLVAADYFAPGYFVWAVLIANLARIGYEEKTMYMA 219

Query 537 PYDWRLAVPLLEERDGYYTRLRRTIEQLVELT- GERVVVTSHSYGENVVRQNSR ------ 589
YDWR ++ ERD +R++ IE +V G++VWVW HS G

Sbjct 220 AYDNRISFQNTEVRDQSLSRIKSNIELMVATNDGKKVVVIPHSMGVLYFLHFMKNVEAPA 279

Query 590 ------ RRRLCGASCRA-----ccmmmee e e GETRDTAQLGALA-GFLTSNMV- 621

C +A ERDA A+A G L S+ +
Sbjct 280 PMGGGGGPDWCAKHIKAVMNIGGPFLGVPKAAAGLFSAEARDVAVARAIAPGVLDSDYLG 339
Query 622 --PRAARTRVWRSWGASYAMLPVGGPGVWGNASWAPDD- ---TPEMRANRRT 667

R+ R+W ++ +M+P GG +WG  W+P++ +P+ + N T
Sbjct 340 LQTLQHVMRMTRTWDSTMSMIPKGGDTIWGGLDWSPEEGYDCSPKKQKNNDT 391

(:) Score Expect Method Identities Positives Gaps
76.6 bits(187) 2e-18 Compositional matrix adjust. 46/108(43%) 58/108(53%) 8/108(7%)

Query 744 GVHISDGDGTVPLLSLGLMCRGGWREAGHLNPGAMRVVGAGRVTREYKHKAVSMLQDARG 803
GV+ DGD TVP+LS G MC GWR NP 4R REYH SL+R
Sbjct 578 GVYSVDGDETVPVLSAGYMCAKGWRGKTRFNPSEIRT----- FIREYNHAPPSTLLEGR- 631

Query 804 GPAAAAHIDILGNDAVLRDVITVVAGRADEL--ADIVVSDIDRIAAAV 849
G + AH+DI+GN A++ DVI V AG E DVSDI + + +
Sbjct 632 GTQSGAHVDIMGNFALIEDVIRVAAGATGEDLGGDQVYSDIFKWSEKI 679

Figura 12. Distribucién grafica del alineamiento de aminoacidos para la enzima PDAT

entre las especies C. reinhardtii y P. americana Mill var. Hass.

La homologia entre las secuencias de aminoacidos de las enzimas DGAT y PDAT en P.
americana Mill var. Hass y C. reinhardtii es un hallazgo biol6gicamente significativo, lo
cual indica que las dos enzimas tienen un origen evolutivo comin, comparten una secuencia
de aminoacidos similar porque descienden de una misma enzima ancestral. A nivel funcional,
esta similitud sugiere que ambas enzimas probablemente tienen una estructura tridimensional

similar y, por lo tanto, realizan una funcion bioldgica comparable. En este caso, ambas



enzimas estan involucradas en la biosintesis y el metabolismo de los TAG. La conservacion
de esta estructura y funcién a lo largo de la evolucién en especies tan distintas como un C.
reinhardtii y P. americana Mill var. Hass indica importancia fundamental de esta enzima

para el metabolismo celular.

7.5. Proteinas totales en homogenados de aguacate poscosecha.
Para la cuantificacion de la concentracion de proteinas se realizé la metodologia micro
Bradford con la estandarizacion de la curva de calibracion con proteina estandar de BSA

como se describid anteriormente.

Para medir la concentracion de proteinas en los homogenados nos basamos en una
metodologia semicuantitativa y colorimétrica en la cual se produce una tonalidad azul
proporcional a la cantidad de proteina (Bradford, M. M. 1976). En la Figura 13 podemos
apreciar una curva de calibracion de 0 a 300 pug por mililitro de proteina estandar BSA en los
carriles 1 a 5 de la placa y enseguida las muestras correspondientes a los homogenados del
mesocarpio de aguacate en los carriles 6 a 12, los cuales tuvieron tonalidades azul claro,

después fueron analizados con base a la absorbancia obtenida a 595 nm.
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Figura 13. Patron colorimétrico representativo de la curva de calibracion de BSA.

Curva de calibracion
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Concentracion: 0, 50, 100, 200 y 300 pg/ml y muestras de aguacate en presencia de reactivo



de Bradford a una longitud de onda de 595 nm. La concentracion de proteina es proporcional

a la intensidad de la coloracién azul.

La curva de calibracion obtenida presentd un coeficiente de variacion estdndar intra-ensayo
de 0.85 % y de inter-ensayo de 1.12 % con un coeficiente de correlacion de 0.99; estos valores
sefialan veracidad en los resultados obtenidos al ser precisos, repetibles y reproducibles, ya
que se encuentran en un valor < 5% de coeficiente de variacion requerido que indica un nivel
de confianza del 95% en los resultados obtenidos en el presente trabajo (Radenti, J. M., et
al., 2016).
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Gréfica 8. Curva estandar BSA por el método de micro Bradford. Se utilizé una solucién de
BSA stock de 1mg/ml de donde se prepararon las concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300
pg/ml (eje de las abscisas). Se obtuvo la absorbancia y concentracion de proteinas (ug/ml)
con un espectrofotometro a 595 nm. Promedio + DE, n= 6. La relacion entre variables se

determiné mediante regresion lineal (p < 0.05)

Con base en la curva de calibracion, se obtuvo la formula y = 0.0011x + 0.0132, de la que se
despejo a “x” (concentracion), x = (y — 0.0132) /0.0011. EI coeficiente de correlacion (r)
evalUa la fuerza de la relacion lineal entre dos variables (absorbancia y concentracion), lo

cual indica que una correlacion cercana a 1 o con valor 1 sera alta entre las dos variables



(Vinuesa, P., 2016), de tal modo que en el presente trabajo se obtuvo r = 0.9944 quiere decir
que el 99% de la concentracion (variable dependiente) es predicha por la absorbancia
(variable independiente) y el resultado es fiable para continuar con el célculo de la

concentracion de proteina en las muestras de aguacate.

La Tabla 4 detalla las concentraciones de proteinas totales para cada aguacate estudiado. Se
observo un incremento en la concentracidn de proteina a medida que aumenta el porcentaje

de materia seca y el fruto avanza hacia la senescencia.

Durante la etapa de consumo, se registré una concentracion intermedia de proteina. Sin
embargo, la senescencia presentd la concentracion mas alta: aproximadamente el doble que

en la etapa de cosecha y 1.8 veces mas que en la etapa de consumo.

Tabla 4. Contenido de proteinas en mesocarpio de aguacates poscosecha.

% Materia | Concentracion de proteina Etapa Proteina (mg/g de MS)

Seca (mg/g de MS) poscosecha | por etapa poscosecha
23.76 27.64+1.2 Cosecha 27.64+1.2°%
26.37 22.11+0.5

27.42 26.62+0.9 Consumo 29,00 + 0.21°
29.64 35.05+ 0.5 R

30.07 44.28 £ 0.6

30.31 58.71+1.0

32.28 67.94+1.2 Senescencia 57.75 + 0.39°
34.22 46.58 £ 0.4

*mg/g MS: Miligramos de proteina por gramos de materia seca.

Los valores promedio = DE se analizaron por ANOVA seguido de prueba post-hoc Tukey.
Letras distintas reflejan diferencia significativa entre las etapas poscosecha del aguacate.
n=5, p<0.0001.

La literatura reporta un incremento constante en el contenido de proteinas solubles durante

la maduracién poscosecha del aguacate. Pedreschi, R., et al. (2014) registraron un aumento



de 17.8 a 34.8 mg/g de materia seca (MS) entre los 2 y 16 dias poscosecha. Esta tendencia es
consistente con lo observado por Blake (2010), quien, mediante el método de Bradford,
reporté un incremento de 15 mg/g de MS al inicio del estudio hasta alcanzar 33 mg/g de MS
a los 11 dias poscosecha (Blake, R. J., et al., 2010).

Los resultados en el presente trabajo coinciden con la tendencia ascendente reportada; sin
embargo, los valores obtenidos (22.11 a 67.94 mg/g de MS entre los dias O al dia 19)
superaron los niveles citados en la literatura. Este mayor contenido proteico podria atribuirse
a una mayor sintesis de enzimas, diferencias genotipicas entre las variedades estudiadas o las

condiciones de fertilizacion nitrogenada en el cultivo.

7.6. Proteinas solubles en el homogenado de aguacate poscosecha por electroforesis SDS-
PAGE.

En la Figura 14 se observa un fotoluminograma representativo del patron electroforético del

homogenado de mesocarpio aguacate poscosecha con intervalo de 23.76 a 34.22 % de

materia seca. En dicho analisis electroforético se pudieron observar las bandas de proteinas

estimadas donde tedricamente se encuentran ubicados los pesos moleculares de las isoformas

de las aciltransferasas DGAT y PDAT.
Etapas poscosecha
Escalera de Cosecha Consumo Senescencia

peso mo_chular J 23. 16%' I 26.37% 2742% 2964% 30. 07% 30 31% 32.28% 34.22%

- PDATI (~140 kDa)

- PDAT2 (~76 kDa)

- PDAT3 (~63 kDa)
- DGATI (=50 kDa)
- DGAT2 (~37 kDa)

Figura 14. Analisis electroforético de la posible ubicacién por peso molecular de las

aciltransferasas DGAT y PDAT en mesocarpio de aguacate (Persea americana Mill var.



Hass) poscosecha. Pesos moleculares: DGAT1 (~ 50 kDa), DGAT?2 (~ 37 kDa), PDAT1 (~
140 kDa), PDAT2 (~ 76 kDa) y PDAT3 (~ 63 kDa). Se utilizaron extractos proteicos de 8
aguacates (80 ug de proteina total/carril) en diferentes estadios de maduracién poscosecha

(cosecha n=1, consumo n=4 y senescencia n=3).

Un andlisis bioinformatico de secuencias de ADN complementario de longitud completa in
silico reveld las masas moleculares estimadas para las enzimas DGAT1, DGAT2 y PDAT1
en aguacate: DGAT1 con 61.2 kDa, DGAT2 con 37.2 kDa y PDAT1 con 75.8 kDa (Behera,
J., et al., 2023). Estos datos concuerdan con los hallazgos de Cao, H. (2011), quien analizd
117 secuencias de DGAT1 y DGAT2 de 70 organismos (incluyendo plantas, animales,
hongos y humanos) las cuales se encontraron presentes en varias especies, siendo DGAT1 la
mas conservada. Adicionalmente, Cao, H. (2011) reporté masas moleculares de 58.79 + 4.8
kDa para DGAT1 y 38.92 + 3.3 kDa para DGATZ2, respectivamente. Un analisis proteico de
86 genes de PDAT de diversas especies de plantas y algas mostré que en las plantas la
proteina hipotética tiene una masa molecular promedio de 74.7 kDa (Pan, X., et al., 2015).
Esta observacion es relevante, pues sugiere la posibilidad de que la enzima PDATL1 en
aguacate se encuentre en forma de dimero, especialmente si consideramos que en

Arabidopsis thaliana se reporté una masa molecular de 140 kDa para esta misma enzima.

Demski (2020) clasificd las enzimas PDAT en dos familias, PDAT1 y PDAT2. Sin embargo,
el numero de isoformas de PDAT y sus patrones de expresion varian significativamente entre
especies. Por ejemplo, en el aceite de semilla de algodén se identificaron dos isoformas de
PDAT con masas moleculares promedio de 73.46 kDa para PDAT1 y 82.43 kDa para
PDAT2. De manera similar, en el lino se detectaron hasta seis isoformas de PDAT (Zang,
X., etal., 2019).

7.7. Inmunoidentificacion de enzimas aciltransferasas DGAT y PDAT.

La abundancia relativa de las isoformas de las enzimas DGAT y PDAT se cuantific por
densitometria optica, utilizando -actina como control de carga. Para la enzima DGAT, se
identificaron dos isoformas mediante inmunodeteccion. De ellas, la isoforma DGAT1
presentd su maximo nivel de expresion en la etapa de cosecha (57.46 %), siendo este valor

1.2 veces superior al registrado durante la senescencia (48.18 %) y diferencias significativas



de p< 0.05 entre cosecha con consumo Yy senescencia (Grafica 9). Estos resultados indican
que la expresion de DGAT1 disminuye a medida que el fruto avanza en su maduracion
poscosecha debido a una disminucion de la actividad de esta enzima porque el fruto ya no
requiere seguir almacenando los &cidos grasos en forma de TAG.
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Gréafica 9. Presencia y densitometria DGATL1 en poscosecha. A) Luminograma representativo
de las muestras de mesocarpio en aguacate Hass en relacion con B-actina como proteina de
cargado (abajo). B) Densitometria DGAT1/ B-actina de acuerdo con etapas poscosecha. Los
datos representan el promedio = DE. Analisis estadistico por ANOVA de una via con post-
hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra, p <0.001 - p < 0.05. Letras
diferentes sobre columnas indican que existe una diferencia significativa de la DGAT1 en las

etapas poscosecha en mesocarpio de aguacate Hass.

De acuerdo con un estudio llevado a cabo con secuencias de la enzima DGATL1 de aguacate
expresadas en Saccharomyces cerevisiae y en hojas de Nicotiana benthamiana la enzima

complemento la deficiencia de biosintesis de TAG en la cepa de levadura H1246, elevé el



contenido lipidico celular total y se identifico su preferencia por el &cido oleico en
comparacion con el &cido palmitico (Behera, J., et al., 2023).

En un estudio realizado en aceite de lino se inmunoidentifico laenzima DGAT1 y se encontrd
que esta enzima transfiere de manera inespecifica fracciones de acilo a AG, resaltando su
capacidad para trabajar con distintos acidos grasos como &cido oleico, acido linoleico y &cido
a-linoleico (Pan, X, et al., 2013).

En el presente estudio la isoforma DGAT1 se expresé de manera constitutiva en todas las
etapas poscosecha evaluadas (cosecha, consumo y senescencia). Sus niveles de expresion
fueron significativamente mas altos en la cosecha, para luego descender y mantenerse en
niveles estables, sin diferencias significativas, durante el consumo y la senescencia, como se

muestra en la Gréafica 9.

Por su parte, la isoforma DGAT2 mostrd una expresion decreciente a lo largo del tiempo. Se
detectaron sus niveles méas altos en la cosecha (34.04 %) y en senescencia su abundancia
relativa disminuyé notablemente (21.53-30.51 %) sin diferencias significativas entre las
etapas poscosecha (Grafica 10). Lo anterior puede estar relacionado a una disminucion de la

actividad de esta enzima a lo largo de la maduracién poscosecha en el mesocarpio del fruto.
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Grafica 10. Presencia y densitometria DGAT2 en poscosecha. A) Luminograma
representativo de las muestras de mesocarpio en aguacate Hass en relacion con -actina como
proteina de cargado (abajo). B) Densitometria DGAT2/ B-actina de acuerdo con etapas
poscosecha. Los datos representan el promedio + DE. Analisis estadistico por ANOVA de
una via con post-hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra, p <0.001 - p

< 0.05. La misma letra sobre columnas indica que no existe una diferencia significativa.

En el presente estudio, se confirma que DGATL es la isoforma dominante en el mesocarpio
de aguacate durante la poscosecha, mostrando una mayor abundancia relativa que DGAT2.
Este resultado a nivel de proteina podria asociarse con reportes previos a nivel de transcritos,

donde el gen de DGATL1 exhibié una expresion al menos dos veces superior a la de DGAT?2



durante el desarrollo del fruto (Kilaru, A., et al., 2015), sin embargo, no siempre el transcrito
completo llega a traducirse a proteina.

La predominancia de DGATL1 puede tener una base funcional. Se ha reportado que DGAT?2
estd implicada en la sintesis de &cidos grasos inusuales (p. €j., epoxi e hidroxi) en otras
oleaginosas (Behera, J., et al., 2023) y ademas se ha demostrado que tiene mayor actividad
cuando se requiere una sintesis masiva de TAG en presencia de acido estearico. Dado que el
perfil lipidico del aguacate carece de estos compuestos, es plausible que la ruta metabolica
dependiente de DGATL1 sea la via principal para la sintesis de TAG caracteristicos del
aguacate.

El analisis de inmunodeteccion para la enzima PDAT revel6 la presencia de tres isoformas.
La abundancia de PDAT1 fue mayor en la etapa de senescencia (72.3.3 £ 5.22 %), indicando
que, al momento del corte, el fruto estd en su maximo vigor metabdlico por una produccion
masiva de TAG por transferencia de lipidos de membrana (PDAT). Posteriormente, sus
niveles disminuyeron en la etapa de consumo a 48.13 % + 2.99 %. Finalmente, en la
senescencia, la expresion de la isoforma disminuy6 a 68.50 + 3.61 % como se pudo observar
en la Gréfica 11. El andlisis estadistico indica que se encontré diferencia significativa entre
cosecha-consumo y consumo-senescencia. Los resultados nos indican que en las etapas
poscosecha la actividad de la PDAT1 es necesaria para prolongar la vida media de los lipidos,
ya que la actividad de esta enzima se caracteriza por actuar a través de los acilos contenidos

en los fosfolipidos.
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Grafica 11. Presencia y densitometria PDAT1 en poscosecha. A) Luminograma
representativo de las muestras de mesocarpio en aguacate Hass en relacion con 3-actina como
proteina de cargado (abajo). B) Densitometria PDAT1/ B-actina de acuerdo con etapas
poscosecha. Los datos representan el promedio + DE. Analisis estadistico por ANOVA de
una via con post-hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra, p <0.001 - p
< 0.05. Letras diferentes sobre columnas indican que existe una diferencia significativa de la

DGAT1 en las etapas poscosecha en mesocarpio de aguacate Hass.

Behera, J., et al., 2023, encontré que PDAT1 es funcional en los tejidos de aguacate sin
semilla, la expresion de esta enzima aument6 el contenido total de lipidos en ~ 2 veces y su
sobreexpresion transitoria elevé el contenido total de lipidos en hojas de Nicotiana
bethamiana. En el aceite de Ricinus communis se encontré que las enzimas de PDAT
transfieren directamente los acidos grasos de la posicion sn-2 de fosfatidilcolina (PC) a la
posicion sn-3 de DAG, para producir TAG y PDAT1 aument6 el porcentaje de acidos
hidroxilado (HFA) un 10% en el aceite de semilla (van Erp., H., et al., 2010). Por otro lado,

en aceite de lino se evalud la presencia de las dos isoformas de PDAT y se encontrd mayor



presencia de PDAT2 en comparacion con PDAT1, ademéas de demostrar la capacidad para
sintetizar trinolenina, principal especie molecular de TAG en el aceite de lino y tener
selectividad por sustratos de acido a-linolénico (ALA) en comparacion con otros acidos
grasos (Pan, X., et al., 2013).

El presente trabajo constituye una contribucion relevante al conocimiento cientifico, al
identificar por primera vez la presencia proteica de las enzimas aciltransferasas durante las

etapas de poscosecha en el mesocarpio del aguacate Hass.

La isoforma PDAT2 mostré niveles de expresion estables a lo largo de las etapas poscosecha
y su abundancia relativa se mantuvo consistente por encima del 40 %. Aungue se observo un
nivel maximo en la cosecha (45.18 %) y un minimo durante el consumo (40.51 %), esta

variacion no fue estadisticamente significativa (Grafica 12).
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Gréfica 12. Presencia de isoforma PDAT?2 y densitometria de PDAT2/  -actina de acuerdo

con el porcentaje de materia seca. A) Luminograma representativo de la inmunodeteccion



de PDAT?2 (arriba) en mesocarpio de aguacate Hass. B-actina como proteina de cargado
(abajo). B) Densitometria de relacion PDAT2/ B -actina de acuerdo con el porcentaje de
materia seca determinado en los mesocarpios de aguacate Hass. Los datos representan el
promedio £ DE, (p <0.001 - p < 0.05). Analisis estadistico por ANOVA de una via con post-
hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra. La misma letra sobre

columnas indica que no existe una diferencia significativa.

Se ha evidenciado que, en el aceite de Ricinus communis, la enzima PDAT2 no desempefia
un papel fundamental en la sintesis de TAG, a pesar de su alta expresion durante el desarrollo
de la semilla (van Erp., H., et al., 2010). Este hallazgo podria ser similar a lo observado en
nuestro estudio, donde esta isoforma esta presente de forma constante en el mesocarpio, pero
no muestra cambios en las etapas de poscosecha. En contraste, un estudio de caracterizacion
de enzimas de sintesis de TAG en el aceite de Linum usitatissimum L. revel6 un
comportamiento distinto. Mediante Western blot, se determiné que PDAT2 presentd una
mayor abundancia que PDATL1 en la cepa de levadura H1246, especialmente al ser cultivada
con acido a-linolénico (ALA), lo que indica una mayor acumulacion de PDAT2 por parte de
la cepa (Pan, X., et al., 2013).

Con relacion a los hallazgos anteriores, en el presente trabajo se observéd una mayor presencia
de PDAT1 (~85%) que de PDAT2 en el mesocarpio de aguacate. Ademéas, PDAT1 fue
evidente en la etapa de cosecha y en la de senescencia, mientras que PDAT2 (~45%) se

mantuvo constante a lo largo de toda la poscosecha sin mostrar diferencias significativas.

La isoforma PDAT3 mostré un patron de expresion decreciente durante la maduracion
poscosecha (Gréfica 13). Su maxima abundancia relativa (62.87 %) se detecto en la etapa de
consumo, a partir de este punto, sus niveles disminuyeron significativamente, alcanzando su
punto mas bajo en la senescencia. El nivel de expresion en la etapa de consumo fue 2.9 veces

superior al observado en la senescencia.
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Gréfica 13. Presencia de isoforma PDAT3 y densitometria de la PDAT3/ B -actina de acuerdo
con el porcentaje de materia seca. A) Luminograma representativo de las muestras de
mesocarpio en aguacate Hass en relacion con B-actina como proteina de cargado (abajo). B)
Densitometria de la presencia enzimatica a través de la relacion PDAT3/ 3 -actina de acuerdo
con el porcentaje de materia seca determinado en los mesocarpios de aguacate Hass
poscosecha. Los datos representan el promedio + DE. Analisis estadistico por ANOVA de
una via con post-hoc Tukey, tres repeticiones del experimento en cada muestra, p <0.001 - p
< 0.05. Letras diferentes sobre columnas indican que existe una diferencia significativa de la

PDATS3 en las etapas poscosecha en mesocarpio de aguacate Hass.

A nivel de presencia proteica de la enzima PDATS3 solo ha sido identificada y caracterizada
en semillas maduras de Linum usitatissimum L., obteniendo un tamafio de 63.09 kDa y un
punto isoeléctrico de 6.19, ademas de 575 amino&cidos. Por lo tanto, estos resultados son
relevantes, ya que representan la primera aportacion sobre el comportamiento de la enzima

PDAT3 en el mesocarpio del aguacate Hass durante las etapas poscosecha.



7.8. Correlaciones de isoformas DGAT y PDAT con porcentaje de aceite y contenido de
TAG.

7.8.1. Isoformas de DGAT.

El analisis de la relacion entre las isoformas de la enzima DGAT y la acumulacion de lipidos
reveld patrones distintos (Grafica 14). La isoforma DGAT1 mostro una correlacion negativa
baja tanto con el contenido de aceite (coeficiente de -0.3606) como con el de TAG
(coeficiente de -0.1530), esto sugiere que a medida que el aguacate acumula mayor cantidad
de aceite y TAG, la presencia de DGAT1 tiende a disminuir. Esta correlacion leve podria
indicar que DGATL1 no es la isoforma predominante en la madurez poscosecha o que su

funcién se limita a etapas tempranas de maduracion.
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Gréfica 14. Correlacion de las isoformas de DGAT con contenido de aceite y TAG. Los
valores representan el promedio = DE (n = 8). La relacién entre variables se determin6

mediante regresion lineal con correlacion de Pearson (p<0.05).



En contraste, la isoforma DGAT?2 presenta una correlacion negativa alta con el contenido de
aceite (R%-0.9045) y con el de TAG (R?-0.7654), lo cual es un hallazgo clave, ya que indica
una relacion inversa bien definida: a medida que el aguacate madura y disminuye su
contenido de lipidos (al ser consumidos en la respiracién), la presencia de la DGAT2
aumenta. Este comportamiento propone que en el contexto de la maduracién poscosecha del
aguacate, la DGAT?2 participa en la reorganizacion o regulacion de los lipidos, mas que en
suacumulacidn inicial. La alta correlacion negativa con el contenido de aceite y TAG subraya
su importancia en la dindmica metabdlica del aguacate, en donde la isoforma DGAT2
desempefia un papel méas crucial en la biosintesis masiva de aceite a medida que el fruto
madura (Gréfica 14).

7.8.2. Isoformas de PDAT.

El estudio de las isoformas de la enzima PDAT en el mesocarpio del aguacate revel6 patrones
de correlacion distintos con la acumulacion de lipidos (Gréfica 15). La isoforma PDAT1
mostré una correlacion positiva alta tanto con el contenido de aceite (R? 0.7448), Gréfica
15A) como con la cantidad de TAG (R?0.8178, Grafica 15B). Estos coeficientes indican que
a medida que el aguacate madura y acumula lipidos, la presencia de la enzima PDAT1
también se incrementa de manera directamente proporcional. Este hallazgo sugiere que la
PDAT1 es la principal isoforma implicada en la sintesis y almacenamiento de lipidos durante
la maduracion poscosecha. Es importante destacar que, de todas las isoformas de PDAT
estudiadas, la PDAT1 fue la Gnica que presentd una correlacion positiva con la acumulacion

de aceite.
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Gréfica 15. Correlacion de las isoformas de PDAT con contenido de aceite y TAG. Los

valores representan el promedio = DE (n = 8). La relacién entre variables se determino

mediante regresion lineal con correlacion de Pearson (p<0.05).



En contraste, las isoformas PDAT2 y PDAT3 mostraron una relacion inversa con el
contenido de lipidos. PDAT2 se encontré una correlacion negativa y baja tanto con el
contenido de aceite (r?-0.1489, Grafica 15C) como con el de TAG (rR2-0.0762, Gréafica 15D).

PDATS3 present6 una correlacion negativa y alta con el contenido de aceite (R? 0.9413,
Gréfica 15E) y una correlacion negativa alta con el TAG (R? -0.7403, Grafica 15F). La alta
correlacion negativa de la PDAT3 indica que su presencia aumenta significativamente a
medida que el contenido de aceite y TAG en el aguacate disminuyen. Esto sugiere que, a
diferencia de la PDATL, las isoformas PDAT2 y PDAT3 podrian no estar directamente
involucradas en la biosintesis de lipidos, sino que podrian tener una actividad enfocada en la
movilizacién o degradacion de los lipidos e incluso en otras funciones estructurales de las

membranas durante la etapa de senescencia del fruto.

En este trabajo no se realiz6 la composicion de los TAG, pero si su cuantificacion. Esto se
debe a que las enzimas de interés, DGAT y PDAT, participan directamente en la formacion
de estos compuestos en el aguacate (Behera, J., et al., 2023). La relevancia de este estudio
radica en que, hasta ahora, no se habia cuantificado la cantidad de TAG en aguacates
poscosecha mientras se detectaban simultdneamente estas enzimas. Ademas, la investigacion
de la relacion entre la cantidad de TAG y las isoformas de DGAT y PDAT es una novedad,
ya que estas enzimas tampoco habian sido identificadas previamente en el tejido vegetal del
aguacate durante la poscosecha.

Las correlaciones obtenidas arrojaron datos interesantes sobre la asociacion de las enzimas
con los porcentajes de TAG y aceite.

De acuerdo con los resultados, la isoforma DGAT1 mostr6 una regulacion dependiente de la
maduracion, con una abundancia significativamente mayor en la etapa de cosecha en
comparacion con la senescencia. Esto sugiere que DGATL1 desempefia un rol principal
durante la madurez fisioldgica del fruto y su actividad se regula a la baja durante el

almacenamiento y la senescencia.

En comparacion, DGAT2 mostro una funcion mas especifica y regulada, manteniendo una

alta abundancia en las etapas de cosecha y consumo. Esta distribucion indica una mayor



participacion en la sintesis y acumulacién inicial de lipidos, cuya actividad se reduce cuando
el fruto entra en las etapas finales de su vida util.

A pesar de la alta abundancia de DGAT1 y DGATZ2, ambas isoformas mostraron una
correlacion negativa con el contenido de aceite y de TAG. Este resultado sugiere que la ruta
candnica de sintesis de TAG mediada por DGAT, si bien es crucial durante el desarrollo del
fruto en el arbol, presenta una menor actividad o regulacion a la baja durante la maduracion
poscosecha. Este resultado subraya la importancia de la regulacion postraduccional y
demuestra que la abundancia de una enzima no siempre equivale a su actividad catalitica. La
ruta de sintesis via DGAT, aunque abundante, parece ser suprimida 0 menos activa después

de la cosecha.

8. Conclusiones

8.2. Comportamiento y rol de las isoformas PDAT

El hallazgo mas significativo es la fuerte correlacion positiva de PDATL con el contenido de
aceite (R? = 0.7448) y de TAG (R? = 0.8178). Este dato demuestra que la ruta metabdlica
mediada por PDAT es la via anabolica predominante para la acumulacién de lipidos en la
etapa poscosecha. A medida que el aguacate madura e incrementa su materia seca, la
actividad de PDAT1 impulsa la sintesis de aceite, el principal indicador de calidad y valor
nutricional.

El andlisis individual de las isoformas PDAT revela roles distintos:

o PDATL: Inicialmente actia como la principal enzima anabdlica en la sintesis final de
aceite en la cosecha. Posteriormente, durante la senescencia, se mantiene activa como
parte del mecanismo de reciclaje y proteccion celular.

o PDAT2: Su presencia constante comprueba una funcion metabdlica basal o de
mantenimiento en el mesocarpio del aguacate durante su vida poscosecha.

o PDAT3: Mostro un patron de expresion decreciente durante la madurez poscosecha.
Esto indica que no es una enzima de mantenimiento general, sino que probablemente

participa en rutas metabdlicas especificas que generan o preservan atributos de



calidad caracteristicos del fruto o en funciones estructurales intermembranales,

siendo su rol crucial en esta etapa y disminuyendo al entrar en la senescencia.

Al igual que DGAT1 y DGAT?2, las isoformas PDAT2 y PDAT3 también mostraron una
correlacion negativa con el aceite y los TAG, lo que sugiere que actdan como enzimas
especialistas en etapas anteriores o en procesos metabdlicos distintos a la acumulacion

masiva de aceite que ocurre durante la poscosecha.

Este trabajo es pionero al lograr la inmunoidentificacion directa de las isoformas proteicas
de PDAT y DGAT en el tejido de aguacate. A diferencia de estudios previos centrados
unicamente en la expresion génica (ARNmM), nuestro enfoque a nivel de proteina ofrece una

vision mas precisa de la actividad bioquimica realmente presente en el fruto.

Esta investigacion redefine nuestra comprension de la fisiologia poscosecha del aguacate. Se
revel6 la compleja y coordinada dinamica de las aciltransferasas en el mesocarpio durante la
maduracion, identificando a la isoforma PDAT1 como la principal enzima responsable de la
biosintesis 0 mantenimiento de aceite y TAG una vez que el fruto ha sido cosechado. La
calidad final del fruto, en términos de contenido y tipo de aceite, depende fundamentalmente
de la actividad de la isoforma PDATL.

Este conocimiento es relevante para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas y de manejo
poscosecha orientadas a mejorar y optimizar la calidad, el valor nutrimental y la vida

comercial de uno de los frutos méas importantes a nivel mundial como lo es el aguacate.



9. Referencias.

Aznar, J. A. (2013). Metabolismo de Acil-CoA y Acil-ACP en girasol. [Tesis de doctorado].
Universidad de Sevilla. https://idus.us.es/handle/11441/51287

Banco Nacional de ADN. (2020). Programa de control de calidad de &cidos nucleicos.

Universidad de Salamanca. www.bancoadn.org

Barrientos, A. F., Garcia, E. & Auvitia, E. (1996). Anatomia del fruto de aguacate ¢drupa o
baya? Universidad Autonoma de Chapingo, Estado de México. 189-199. DOI:
10.5154/r.rchsh.1995.06.041

Behera, J., Rahman, M., Shockey, J. & Kilaru, A. (2023). Acyl-CoA-dependent and Acyl-
CoA-independent avocado acyltransferases positively influence oleic acid content in
nonseed triacylglycerols. Frontiers in plant science, 13:1056582. DOI:
10.3389/fpls.2022.1056582

Berasategi, I., Barriuso, B., Ansonera, D. & Astiasaran, |. (2012). Stability of avocado oil
during heating: comparative study to olive oil. Food chemistry, 132 (1), 439-446.
DOI: 10.1016/j.foodchem.2011.11.018

Blakey, R. J., Bower, J. P. & Bertling, 1. (2010). Post-harvest avocado physiology. South
african avocado grower’s association yearbook, 33:56-60.
https://www.researchgate.net/publication/235370566_Postharvest_avocado_physiol

ogy

Blakey, R. (2011). Management of avocado postharvest physiology. [Tesis de doctorado].
University of KwaZulu-Natal, South Africa. DOI: 10.13140/RG.2.1.3652.7121

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
biochemistry, 72: 248-254. DOI: 10.1016/0003-2697(76)90527-3


http://www.bancoadn.org/
https://www.researchgate.net/publication/235370566_Postharvest_avocado_physiology
https://www.researchgate.net/publication/235370566_Postharvest_avocado_physiology
https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Cagliari, A., Margis, R., Dos Santos Maraschin, F., Turchetto, A. C., Loss, G., & Margis, M.
(2011). Biosynthesis of triacylglycerols (TAGS) in plants and algae. International Journal of
Plant Biology, 2(1), 40-52. https://doi.org/10.4081/pb.2011.e10

Cao, H. (2011). Structure-function analysis of diacylglycerol acyltransferase sequences from
70 organisms. BMC Research notes, 21(4):249. DOI:10.1186/1756-0500-4-249

Carvalho, C. P., Velasquez, M., & Cartagena, J. (2015). Fatty acid content of avocados
(Persea Americana Mill. cv. Hass) in relation to orchard altitude and fruit maturity
stage. Agronomia colombiana, 33, 220-227. DOIl:
10.15446/agron.colomb.v33n2.49902

Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) [Internet]. Bethesda (MD):
Biblioteca Nacional de Medicina (EE. UU.), Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica; [1988] — [citado el 24 de septiembre de 2025]. Disponible en:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Cerdas, M. M., Calderén, M. M. & Diaz, E. (2006). Manual de manejo pre y postcosecha de
aguacate (Persea americana). Universidad de Costa Rica. ISBN 9968-877-20-4.
http://www.mag.go.cr/bibioteca_virtual_ciencia/aguacate-2006.pdf

Chi, E. Y., Stone, S. J., Koliwad, S., Harris, C. & Farese, R. V. (2008). DGAT enzymes and
triacylglycerol biosynthesis. Journal of lipid research, 49(11):2283-2301.
DOI:10.1194/jlr.R800018-JLR200

Méndez C., Rios, D., Rodriguez, B. y Rodriguez, E. M. (2023). Study of environmental
factors on the fat profile of Hass avocados. Journal of Food Composition and
Analysis, 123. ISSN 0889-1575. https://doi.org/10.1016/j.jfca.2023.105544.

Dahlgvist, A., Stahl, U., Lenman, M., Banas, A., Lee, M., Sandager, L., Ronne, H., &
Stymne, S. (2000). Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase: An enzyme that
catalyzes the Acyl-CoA-independent formation of triacylglycerol in yeast and plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
97(12), 6487—-6492. https://doi.org/10.1073/pnas.120067297


https://doi.org/10.4081/pb.2011.e10
https://doi.org/10.1186/1756-0500-4-249
https://doi.org/10.1194/jlr.R800018-JLR200

Demski, K., Losiewska, A., Jasieniecka, K., Klinska, S. & Banas, A. (2020). Phospholipid:
Diacylglycerol Acyltransferasel Overexpression Delays Senescence and Enhances
Post-heat and Cold Exposure Fitness. Frontiers in Plant Science, 11, 611897.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.611897

Ezzeddine, K. (2018). Antioxidantes en el aguacate. [Tesis]. Universidad de la Laguna.
https://riull.ull.es/xmlui/bitstream/handle/915/9548/ Antioxidantes en el
Aguacate.pdf? sequence=1&isAllowed=y

Falarz, L., Xu, Y., Caldo, K. M., Garroway, C. J., Singer, S. & Chen, G. (2020).
Characterization of the diversification of phospholipid: diacylglycerol
acyltransferases in the green linage. The Plant journal: for cell and molecular
biology, 103 (6): 2025-2038. doi: 10.1111/tp;j.14880.

Flores, M., Saravia, C., Vergara, C., Avila, F., Valdés, H. Ortiz, J. (2019). Avocado oil:
Characteristics,  properties, and applications.  Molecules,  24(11),1-21.
https://doi.org/10.3390/molecules24112172

Ford, N., Spagnuolo, P., Kraft, J. & Bauer, E. (2023). Nutritional Composition of Hass
Avocado Pulp. Foods, 12(13): 2516. DOI: 10.3390/foods12132516

Ghosal, A., Banas, A., Stahl, U., Dahlgvist, A., Lindqvist, Y. & Stymne, S. (2007).
Saccharomyces cerevisiae phospholipid: diacylglycerol acyltransferase (PDAT)
devoid of its membrane anchor region is a soluble and active enzyme retaining its
substrate specificities. Biochimica et Biophysica Acta. 1771 (12), 1457-1463.
https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2007.10.007

Hernandez, I., Fuentealba, C., Olaeta, J. A., Lurie, S., Defilippi, B. G., Campos, R., &
Pedreschi, R. (2016). Factors associated with postharvest ripening heterogeneity of
“Hass” avocados (Persea americana Mill). Fruits, 71(5), 259-268.
https://doi.org/10.1051/fruits/2016016

Hurtado, E., Fernandez, A. & Carrasco, A. (2018). Avocado fruit— Persea americana. In
Exotic Fruits (pp. 37-48). Elsevier. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-803138-


https://doi.org/10.3389/fpls.2020.611897
https://doi.org/10.3390/molecules24112172
https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2007.10.007
https://doi.org/10.1051/fruits/2016016

4.00001-0

Ibarra, E., Méndez, A., Pérez, C. A., Albert, V. A., Mockaitis, K., Kilaru, A., Lopez, R.,
Cervantes, J. I., & Herrera, L. (2015). Deep sequencing of the Mexican avocado
transcriptome, an ancient angiosperm with a high content of fatty acids. BMC
Genomics, 16(1). https://doi.org/10.1186/S12864-015-1775-Y

Kader, A. A. (27 de febrero de 2024). Aguacate (palta). Postharvest research and extention
center. Department of Plant Sciences. University of California, Davis: Department of
Plant Sciences Department. https://surl.lu/kghkjk

Kanellis, A. K., Solomos, T. & Matto, A.K. (1989). Hydrolytic enzyme activities and protein
pattern of avocado fruit ripened in air and in low oxygen with and without ethylene.
Plant physiology, 90(1): 259-266. DOI: 10.1104/pp.90.1.259

Kilaru, A., Cao, X., Dabbs, P. B., Sung, H. J., Rahman, M. M., Thrower, N., Zynda, G.,
Podicheti, R., Ibarra, E., Herrera, L., Mockaitis, K., & Ohlrogge, J. B. (2015). Oil
biosynthesis in a basal angiosperm: Transcriptome analysis of Persea Americana
mesocarp. BMC Plant Biology, 15(1). https://doi.org/10.1186/s12870-015-0586-2

Lager, 1., Jeppson, S., Gippert, A. L., Feussner, I., Stymne, S. & Marmon, S. (2020).
Acyltransferases regulate oil quality in camelina sativa through both acyl donor and
acyl acceptor specificities. Frontiers in plant science, 14:11:1144. doi:
10.3389/fpls.2020.01144.

Li, R., Yu, K. & Hildebrand, D. F. (2010). DGAT1, DGAT2 and PDAT Expression in seed
and other tissues of epoxy and hydroxy fatty acid accumulating plants. Lipids. 45:145-
157. DOI:10.1007/s11745-010-3385-4

Lin, X., Zhang, H., Hu, L., Zhao, G., Svanberg, S. & Svanberg, K. (2020). Ripening of
avocado fruits studied by spectroscopic techniques. Journal of Biophotonics, 13(8),
€202000076. https://doi.org/10.1002/JB10.202000076

Liu, Q., Siloto, R. M. P., Lehner, R., Stone, S. J. & Weselake, R. J. (2012). Acyl-CoA:

diacylglycerol acyltransferase: Molecular biology, biochemistry and biotechnology.


https://doi.org/10.1186/S12864-015-1775-Y

In Progress in Lipid Research (Vol. 51, |Issue 4, pp. 350-377).
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2012.06.001

Luza, J. G., Lizana, L. A. & Masson, L. (1990). Comparative lipids evolution during cold
storage of three avocado cultivars. Acta Horticulture. 269(20): 153-160. DOI:
10.17660/ActaHortic.1990.269.20

Morales, J. L., Mendoza, M. R., Coria, V. M., Aguirre, J. L., Sanchez, J. L., Tapia, L. M.,
Herndndez, G. & Alcéntar, J. J. (2017). Aguacate en Michoacan.
https://drive.google.com/file/d/0BzrLcZgwqCAUQVFBX0dIMkhfM1k/view

Neves, B. B., Pinto, S., Pais, R., Batista, H., Domingues, M. R. & Melo, T. (2024). Looking
into the lipid profile of avocado and byproducts: Using lipidomics to explore value-
added compounds. Comprenhesive Reviews in Food Science and Food Safety 23 (3).
https://doi.org/10.1111/1541-4337.13351

Ozdemir, F. & Topuz, A. (2004). Changes in dry matter, oil content and fatty acids
composition of avocado during harvesting time and post-harvesting ripening period.
Food Chemistry, 86(1), 79-83. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2003.08.012

Pan, X., Siloto, R., Wickramarathna, A., Mietkiewska, E. & Weselake, R. (2013).
Identification of a pair of phospholipid: diacylglycerol acyltransferase from
developing flax (Linum usitatissimum L.) seed catalyzing the selective production of
trilinolenin. Journal of biological chemistry, 2;288(33): 24173-24188. DOI:
10.1074/jbc.M113.475699

Pande, S. V. & Murthy, M. S. (1994). A modified micro-Bradford procedure for elimination
of interference from sodium dodecyl sulfate, other detergents, and lipids. Analytical
Biochemistry, 220(2):424-426. https://doi.org/10.1006/abio.1994.1361

Pérez, R. (2012). Crecimiento y maduracion del fruto en aguacate (Persea americana Mill.)
cv Hass. Tesis. Universidad de Almeria. https://repositorio.ual.es/handle/10835/1913

Pérez, S., Avila & G. Coto, O. (2015). Cultivos Tropicales. Redalyc, 36, 14.
http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=193239249016


https://doi.org/10.1016/j.plipres.2012.06.001
https://drive.google.com/file/d/0BzrLcZgwqCAUQVFBX0dlMkhfM1k/view
https://doi.org/10.1111/1541-4337.13351
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2003.08.012
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.475699
https://doi.org/10.1006/abio.1994.1361
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=193239249016

Pedreschi, R., Uarrota, V., Fuentealba, C., Alvaro, J. E., Olmedo, P., Defilippi, B. G.,
Meneses, C. & Campos-Vargas, R. (2019). Primary metabolism in avocado fruit. In
Frontiers in  Plant Science (Vol. 10). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00795

Radenti, J. M., Cornaglia, M. V., Véscovo, M. B., Lehn, S. A., Balmaceda, G., Alejo, F. &
Paleari, M. F. (2016). Fundamentos tedrico-practicos para auxiliares de laboratorio.
[Manual]. Universidad Nacional de Rosario. http://hdl.handle.net/2133/11504

Rosas, N., Saucedo, C., Saucedo, D., Ldpez, A., Valle, S., Ramirez, M. E., & Chéavez, S. H.
(2020). Maduracion en poscosecha de frutos de aguacate cultivares Hass y Méndez
tratados con etefon. Acta Agrondmica, 69(4), 275-284.
https://doi.org/10.15446/acag.v69n4.89994

Salameh, M., Nacouzi, D., Lahoud, G., Riachy, I. & El, W. (2022). Evaluation of Postharvest
madurity indices of comercial avocado varieties grown at various elevations along
lebanon’s coast. Frontiers plant science, 15:13:895964. doi: 10.3389/fpls.2022.895964.

Robayo, A. T. (2016). Caracterizacion fisicoquimica de diferentes variedades de aguacate,
Persea americana Mill. (Lauraceae) e implementacién de un método de extraccién del

aceite de aguacate como alternativa de industrializacion.

Rodriguez, C. E., Hernandez, C., Trevifio, V. & Diaz, R. I. (2017). Avocado fruit maduration
and ripening dynamics of aliphatic acetogening and lipidomic profiles from
mesocarp, idioblast and seed. In BMC Plant Biology. DOI: 10.1186/s12870-017-
1103-6

Rodriguez, P., Villamizar, J., Londofio, L., Tran, T. & Davrieux, F. (2023). Quantification of
dry matter content in hass avocado by near-infrared sprectroscopy (NIRS) scanning
diferent fruit zones. Plants, 12(17):3135. https://doi.org/10.3390/plants12173135

tcnico-de-poscosecha-del-aguacate-hass

Urry, L. A., Cain, M. L., Wasserman, S. A., Minorsky, P. V. & Orr, R. B. (2021). Campbell
Biology. Pearson.


https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00795
http://hdl.handle.net/2133/11504
https://doi.org/10.15446/acag.v69n4.89994
https://doi.org/10.3390/plants12173135

Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). 2025). Aguacate: fruto de
nuestra tierra, orgullo de Mexico. Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural.
Gobierno de México. Recuperado de
[https://www.gob.mx/agricultura/articulos/aguacate-fruto-de-nuestra-tierra-orgullo-

de-mexico?idiom=es]

Stahl, U., Carlsson, A. S., Lenman, M., Dahlgvist, A., Huang, B., Banas, W, Banas, A. &
Stymne. (2004). Cloning and functional characterization of a phospholipid:
diacylglycerol acyltransferase from Arabidopsis. Plant physiology, 135(3):1324-
1335. DOI: 10.1104/pp.104.044354.

Tan, C. X,, Tan, S. S. & Tan, S. T. (2017). Influence of geographical origins on the
physiolochemical properties of Hass avocado oil. Journal of the American Oil
Chemists” Society. 94: 1431-1437. DOI: 10.1007/s11746-017-3042-7

Valdéz, R. C. (2017). Identificacion de variaciones en la secuencia de los genes FAD2 y
DGAT relacionados con el contenido de aceite de la pulpa de aguacate y su potencial
nutrimental.  [Tesis de  maestria].  Instituto  Politécnico  Nacional.
https://www.ciidirsinaloa.ipn.mx/assets/files/ciidirsinaloa/docs/maestria/generacion

es/Generacion2017.pdf

Valencia, L. G. (2006). Caracterizacién de la enzima diacilglicerol aciltransferasa de
embriones Inmaduros de maiz. [Tesis de posgrado]. Universidad Nacional Autbnoma
de México. Repositorio institucional:
https://tesiunam.dgb.unam.mx/F?current_base=TESO01&func=direct&doc_number=
000604546

Van Erp, H., Bates, P. D., Burgal, J., Shockey, J. & Browse, J. (2010). Castor phospholipid:
diacylglycerol acyltransferase facilitates efficient metabolism of hydroxy fatty acids
in  Transgenic Arabidopsis. Plant physiology, 20:155(2):683-693. DOI:
10.1104/pp.110.167239

Vinuesa, P. (2016). Correlacion: teoria y practica. Universidad Nacional Autonoma de

Meéxico.


https://tesiunam.dgb.unam.mx/F?current_base=TES01&func=direct&doc_number=000604546
https://tesiunam.dgb.unam.mx/F?current_base=TES01&func=direct&doc_number=000604546
https://doi.org/10.1104/pp.110.167239

https://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/R4biosciences/docs/Tema8_correlacion.html

Wang, M., Yu, P., Chittiboyina, A. G., Chen, D., Zhao, J., Avula, B., Wang, Y. H. &Khan,
I. A. (2020). Characterization, quantification and quality assessment of avocado
(Persea Americana Mill.) oils. Molecules, 25 (6), 1453.
https://doi.org/10.3390/molecules25061453

Wen, C., Shui, Y. & Yong, H. (2025). Synergistic mechanism of DGAT and PDAT in
shaping triacylglycerol diversity: evolutionary insights and metabolic engineering
strategies. Frontiers in plant science, 16: 1598815. DOI: 10.3389/fpls.2025.1598815

Yahia, E. M. & Woolf, A. (2011). Avocado. In Postharvest biology and technology of
tropical and subtropical fruits. Volume 2. Acai to citrus (pp.125-185). Woohead
Publishing. https://www.researchgate.net/publication/277816547 Avocado

Zang, X., Geng, X., Ma, L., Wang, N., Pei, W., Wu, M., Zhang, J. & Yu, J. (2019). A genome-
wide analysis of the phospholipid: Diacylglycerol acyltransferase gene family in
Gossypium. BMC Genomics, 20(1). https://doi.org/10.1186/512864-019-5728-8

Zapata, E. (2014). Manual técnico de poscosecha del aguacate hass. Corporacion Para
Investigaciones  Bioldgicas.  https://es.slideshare.net/grupoterravocado/manual-

tcnico-de-poscosecha-del-aguacate-hass

Zhang, M., Fan, J., Taylor, D. C. & Ohlrogge, J. B. (2009). DGAT1 and PDAT1
acyltransferases have overlapping functions in Arabidopsis triacylglycerol
biosynthesis and are essential for normal pollen and seed development. Plant Cell,
21(12), 3885-3901. https://doi.org/10.1105/tpc.109.071795


https://www.ccg.unam.mx/~vinuesa/R4biosciences/docs/Tema8_correlacion.html
https://doi.org/10.3390/molecules25061453
https://www.researchgate.net/publication/277816547_Avocado
https://doi.org/10.1105/tpc.109.071795

	9a32495f7eb14b2f09dcc49db0bb428eade1533f555326bf1190c1574db25b32.pdf
	beeb91f0e119e3e13b7f43e03191cd3b81ae5f80c5814e12d730ad1ea0730c75.pdf
	a30fc8097156640bedcd81d77e76f41f7a1fc612b1911d33899a6aacbd9ed2b0.pdf

	9a32495f7eb14b2f09dcc49db0bb428eade1533f555326bf1190c1574db25b32.pdf
	Resumen
	Abstract
	Abreviaturas
	I. Introducción.
	II. Antecedentes.
	2.1. Importancia histórico-social y económica del aguacate en México y el mundo.
	2.2. Características generales del aguacate
	2.3. Maduración del fruto del aguacate.
	2.3.1. Índices de madurez poscosecha del fruto del aguacate.

	2.4. Valor nutrimental del mesocarpio en el aguacate.
	El mesocarpio del aguacate también contiene una diversa gama de metabolito s secundarios, incluyendo fitoesteroles, carotenoides, alcaloides, ácidos fenólicos, flavonoides y tocoferoles (Robayo, A. T. 2016; Ezzedine, K., 2018).
	2.5. Lípidos en el mesocarpio poscosecha.
	2.6. Biosíntesis de TAG.
	2.7. Enzima DGAT, E.C 2.3.1.20.
	2.7.1. Características generales.

	2.8. Sinergia de enzimas DGAT y PDAT.

	3. Justificación
	6.7.  Electroforesis SDS-PAGE.
	6.9. Contenido de aceite.

	7. Resultados y discusión
	7.2.1. Correlación aceite y TAG.
	7.5. Proteínas totales en homogenados de aguacate poscosecha.
	7.8. Correlaciones de isoformas DGAT y PDAT con porcentaje de aceite y contenido de TAG.
	7.8.1.  Isoformas de DGAT.
	En contraste, la isoforma DGAT2 presenta una correlación negativa alta con el contenido de aceite (R2 -0.9045) y con el de TAG (R2 -0.7654), lo cual es un hallazgo clave, ya que indica una relación inversa bien definida: a medida que el aguacate madur...
	7.8.2. Isoformas de PDAT.


	8. Conclusiones
	8.2. Comportamiento y rol de las isoformas PDAT

	9. Referencias.


