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Introducción
La maduración de los frutos representa un proceso único en 
las plantas. Los frutos son importantes para las plantas porque 
protegen las semillas durante su desarrollo y subsecuentemente 
favorecen su dispersión en el medio ambiente.  Adicionalmente, 
los frutos también son muy importantes en la alimentación 
para los animales principalmente para el hombre. El proceso de 
maduración requiere de la coordinación de una serie de rutas 
bioquímicas que dan lugar a los cambios en color, textura, aroma 
y calidad nutricional. El etileno es un regulador de crecimiento 
vegetal gaseoso y muchas investigaciones han demostrado que 
este gas juega un papel regulador primordial en la maduración de 
los frutos  carnosos llamados climatéricos (Barry et al., 2007). Sin 
embargo, también han surgido evidencias de que hay procesos 
independientes del etileno durante la maduración (Giovannoni, 
2004). En contraste con la abundancia de información 
referente a la regulación del proceso de maduración en frutos 
climatéricos, para frutos no climatéricos la información es escasa. 
Debido a sus características los frutos carnosos climatericos o 
no climatericos son susceptibles de deterioros postcosecha que 

impiden su preservación y son causas de enormes pérdidas. Los 
frutos conocidos como pitayas son producidos por diferentes 
especies de cactáceas columnares pertenecientes al genero 
Stenocereus (Piña-Lujan, 1977). Estos cactos son en su mayoría 
elementos del Bosque Tropical Caducifolio, el cual se desarrolla 
principalmente en las regiones semiáridas de nuestro país 
(Pimienta-Barrios et al., 1994). Existen diferentes reportes acerca 
del comportamiento respiratorio no climatérico de frutos de 
cactáceas como son los frutos de diferentes especies de Opuntia 
sp (tunas), pitaya amarilla (Selenicereus megalanthus),  especies de 
Hylocereus sp (pitahayas) (Lakshminarayana et al., 1973, Nerd 
et al., 1999). Los frutos de pitaya son altamente perecederos y 
este factor es la causa principal que impide su comercialización. 
Aunque existen reportes de la expresión de genes de la ruta de 
síntesis de etileno en la maduración de frutos no climatéricos, 
como es el caso de la ACC oxidasa y de receptores de etileno, 
los resultados obtenidos no demuestran una relación clara entre 
el etileno y el proceso de maduración de estos frutos (Cazzonelli 
et al., 1998; Trainotti et al., 2005). En este trabajo reportamos el 
comportamiento respiratorio y la producción de etileno en frutos 
de pitaya producidos por la especie Stenocereus stellatus, así como 
el  aislamiento parcial del gen que codifica para la ACC oxidasa. 
La expresión del gen de la ACC oxidasa fue detectada durante el 
proceso de maduración del fruto tanto en cáscara como en pulpa.

Abstract
Pitaya is the generic name which has been given to the fruit 
produced by several species of columnar cacti. These fruits are 
highly perishable. Ethylene gas plays a central role in climacteric 
fruit ripening and is strongly associated with postharvest losses. This 
work had as objective to measure the ethylene and CO2 production 
by pitaya fruits produced by the Stenocereus stellatus specie 
(Cactaceae), as well as parcial isolation of ACC oxidase gene of this 
specie and detect its expression during fruit ripening. Our results 
show that this fruit has a non climacteric behavior; however ACC 
oxidase gene expression was detected during fruit ripening. 
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Resumen
Pitaya es el nombre genérico que se le ha dado al fruto producido 
por varias especies de cactáceas columnares. Estos frutos son 
altamente perecederos. El gas etileno juega un papel central en la 
maduración de frutos climatéricos y está fuertemente asociado con 
pérdidas postcosecha. Este trabajo tuvo como objetivo medir la 
producción de etileno y CO2 en frutos de pitaya producidos por la 
especie Stenocereus stellatus, así como el aislamiento parcial del gen 
de la ACC oxidasa de esta especie y detectar su expresión durante 
la maduración del fruto. Nuestros resultados muestran que este 
fruto presenta un comportamiento no climatérico. Sin embargo, 
detectamos la expresión del gen de la ACC oxidasa durante la 
maduración del fruto. 
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Expresión del gen de la ACC oxidasa en la maduración del fruto de Pitaya

Materiales y métodos 

Material Vegetal
Frutos de pitaya fueron colectados en 
un huerto de traspatio en la comunidad 
de Chiautla Puebla México. Los frutos 
fueron marcados y monitoreados durante 
su periodo de crecimiento. Al término del 
desarrollo los frutos se cosecharon y se 
identificaron tres estadios de maduración 
del fruto; fruto verde recién cortado 
(verde),  fruto con inicio de coloración en 
la cáscara (maduro) y frutos totalmente 
coloridos (sobremaduro). El tejido de 
cáscara y pulpa del fruto fue obtenido 
de los diferentes estadios y congelado en 
nitrógeno líquido, el tejido fue conservado 
a -70 oC hasta su procesamiento.  

Para la obtención de las plántulas, 
semillas de frutos fueron obtenidas 
limpiándolas del  mucílago que las 
rodea con agua corriente y una coladera. 
Las semillas limpias se dejaron secar 
durante aproximadamente 24 hrs. Sobre 
papel periódico. Lotes de 50 semillas se 
germinaron en condiciones de luz natural 
sobre un papel filtro humedecido. Plántulas 
de 20 días de edad fueron congelada en 
nitrógeno líquido y conservadas a -70 oC 
hasta su uso. 

Extracción de ácidos nucleicos
El ADN fue extraído de 1gr  de plántulas 
usando el método de Doyle et al. (1987). 
El ARN fue extraído a partir de 1gr de 
tejido de cáscara o pulpa del fruto con 
algunas modificaciones al método de 
López-Gómez et al. (1992).

Producción de CO2  y Etileno
Se colocaron frutos de manera 
individual en recipientes herméticos de 
aproximadamente 410 ml, la tapa contaba 
con dos orificios donde eran fijados trozos 
de manguera  de látex para la toma de 
muestras de aire mediante una jeringa.  
Se colocaron los frutos en el interior del 
recipiente por una hora, en una cámara 
a 20 oC. Para estos análisis se emplearon 
30 frutos, 10 por cada estado de madurez 
(verde, maduro y sobremaduro) y se 
repitió 4 veces el ensayo.

Para la determinación de etileno, se 
utilizó una muestra de aire de 5 ml, la 
cual se colocó en tubos sellados al vacío 
(vacuntainer). De los tubos se tomó una 
porción de 100 µl  y se inyectó en el 

Cromatografo de Gases (AutoSystem-
GC Perkin-Elmer, con el programa 
Turbochrom 4 de PE-Nelson), con 
un “Loop” de 10 µl. Como patrón se 
tomaron 10 lecturas de gas etileno con una 
concentración de 500 ppm, se determinó 
el “tiempo de retención”, se obtuvo el 
área bajo la curva promedio y se relacionó 
con la concentración de etileno para cada 
muestra (Ketsa y Daengkanit, 1999).

La tasa de producción de CO2  
(respiración) fue medida en un analizador 
de O2/CO2  NITEC a partir de muestras 
tomadas de los recipientes sellados e 
inyectadas directamente en el equipo. 
La producción de etileno y de CO2   fue 
medida diariamente durante 5 días.

Ensayo de PCR y análisis de 
Secuencia
Para el aislamiento del fragmento de 
ACC Oxidasa se utilizaron los siguientes 
cebadores degenerados diseñados a partir 
de zonas consenso de genes de ACC 
oxidasas reportadas para otras especies 
en el sitio del NCBI (www.ncbi.nlm.
nih.gov):  primer sentido ACCOFW 5’ 

GC(A/T/G/C) TG(C/T) GA(A/G) 
AA(T/C) TGG GG(G/A/C/T) TT 3’ y 
primer reverso ACCORW 5’ AA(A/G) 
TT(C/T) CA(G/A) GC(A/C/G/T) 
AA(A/G) GA(A/G) 3’. 100 ng de ADN 
fueron utilizados en la reacción de PCR 
bajo las siguientes condiciones: 95 oC 
10 min inicial, 30 ciclos de 95 oC 1 
min, 48 oC 1 min, 72 oC 1 min. El 
fragmento obtenido fue clonado en el 
vectror  PCRII (InvitroGen, Carsbald 
CA).  La secuenciación fue llevada a cabo 
utilizando el kit Cicle Sequencing Big Dye 
AB Terminator v3.1 (Applied Biosystems) 
siguiendo el protocolo del fabricante.

Ensayo tipo Northern
Para el northern blot 10 µg de ARN total 
se corrieron en un gel desnaturalizante y 
fueron transferidos a una membrana de 
Nylon Hybond N+. Los ácidos nucleicos 
fueron fijados por UV en crosslinker 
(Sambrook et al., 2001). La membrana 
fue hibridada en un buffer de fosfatos a 
65 oC con la sonda SsACCO1 marcada 
radioactivamente con 32P utilizando el 
Kit random priming (Gibco BRL, USA) 

1 GAGAATTGGGGTTTTTTTGAGCTGGTGAACCATAGCATTCCTGTTGAAATGTTGGAC
  E   N   W   G   F   F   E   L   V   N   H   S   I   P   V   E   M   L   D
58 ACTGTGGAGAGGATGACAAAGGAGCACTACAGCAAGTGCATGGAGCAGAAGTTCAA
   T   V   E   R   M   T   K   E   H   Y   S   K   C   M   E   Q   K   F   K
114 GGAGATGGTGGCAAGCAAAGGCTTAGAGGGTGCGGAGTCTGAGATGAACGACGTC
     E   M   V   A   S   K   G   L   E   G   A   E   S   E   M   N   D   V 
168 GATTGGGAAAGCACCTTCTTCCTCCGCCACCGCCCTGTCTCCAACATCTCCGAGA
    D   W   E   S   T   F   F   L   R   H   R   P   V   S   N   I   S   E   I
223 TCCCTGACCTTGACGATGAATACAGGAAGGTGATGAAGGAATTTGCAGGAGAAAT
      P   D   L   D   D   E   Y   R   K   V   M   K   E   F   A   G   E   I
279 AGAGAAGCTAGCAGAGCAACTTCTGGACTTGCTGTGTGAGAACCTTGGTCTGGAA
     E   K   L   A   E   Q   L   L   D   L   L   C   E   N   L   G   L   E
333 AAAGGGTATCTTAAGAAGGTCTTCCATGGGACCCATGGACCCACCTTCGGTACAA
    K   G   Y   L   K   K   V   F   H   G   T   H   G   P   T   F   G   T   K
388 AGGTCAGCAATTACCCACCCTGCCCTAAACCAGACCTCATCAAGGGCCTCCGGGC
      V   S   N   Y   P   P   C   P   K   P   D   L   I   K   G   L   R   A
443 CCACACCGACGCCGGTGGCATTATCCTCCTTTTCCAAGATGACAAGGTCAGCGGA
     H   T   D   A   G   G   I   I   L   L   F   Q   D   D   K   V   S   G
498 CTCCAGCTCCTCAAAGATGGCCAATGGGTTGATGTCCCACCAATGAAACACTCCA
    L   Q   L   L   K   D   G   Q   W   V   D   V   P   P   M   K   H   S   I
554 TTGTCATCAACTTGGGTGACCAACTTGAGGTCATAACTAATGGGAAGTACAAGAG
      V   I   N   L   G   D   Q   L   E   V   I   T   N   G   K   Y   K   S 
609 CGTCGTGCACCGCGTGATTGCACAGACAGATGGCAACAGGATGTCAATAGCATCA
     V   V   H   R   V   I   A   Q   T   D   G   N   R   M   S   I   A   S
664 TTCTACAACCCAGGGAGCGACGCTGTGATCTATCCGGCGCCTGCATTGGTCGAGA
    F   Y   N   P   G   S   D   A   V   I   Y   P   A   P   A   L   V   E   K
719 AAGACAAGGAGAAATGCCCGGCTTACCCCAAGTTTGTGTTCGAGGACTACATGAA
      D   K   E   K   C   P   A   Y   P   K   F   V   F   E   D   Y   M   K
774 GCTCTATGTTGGGCTGAAATTCCAGGAAAAGGAGCCAAGGTTTGAAGCCATGAAA
     L   Y   V   G   L   K   F   Q   E   K   E   P   R   F   E   A   M   K
829 GCA
    A

Figura 1. Secuencia nucleotídica y de aminoácidos deducidos del fragmento genómico de ACC oxidasa de 
pitaya Stenocereus stellatus 
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con una especificidad de 108-109 cpm/µg. El blot fue lavado 
a 65 oC dos veces (15 min) en condiciones de alta astringencia 
(1mM Na2 EDTA, 40mM NaHPO4, 1% SDS) (Ausubel et al., 
1991)

Resultados

Clonación del fragmento del gen de la ACC oxidasa y su 
organización en el genoma de pitaya
La reacción de PCR se llevó a cabo utilizando los cebadores de 
ACC oxidasa y 100 ng de ADN total extraído de plántulas de 
pitaya. El fragmento obtenido fue de 1400 pb y fue clonado 
en el vector pCR 2.1 “TOPO” (Invitrogen) y secuenciado 
(SsACCO1). La secuencia fue comparada en el sitio del NCBI 
(Blast) mostrando una alta identidad con genes de ACC oxidasas 
de otras plantas reportados previamente. El fragmento genómico 
obtenido incluye las regiones no codificantes (intrones) del gen 

(datos no mostrados). Este fragmento contiene tres intrones 
siendo característico este número para otras secuencias genómicas 
de ACCOxidasas reportadas de otras especies de plantas. La 
secuencia codificante del gen se muestra en figura 1, ésta fue 
comparada con secuencias de genes de ACC Oxidasas de otras 
especies encontrándose valores de identidad de 83-85% con las 
proteínas  más similares. El fragmento presenta  también los tres 
dominios conservados presentes en las ACC oxidasas (fig 2); la 
caja 1 y 2 representan el sitio potencial de zipper de leucina y 
la caja 3 el dominio de unión a hierro de la proteína. En este 
fragmento también están presentes los aminoácidos conservados 
para la actividad enzimática H, D, H  característico de la 
superfamilia de la familia de las proteínas que requieren el ion 
hierro y ascorbato (fig 2) Chen et al. (2003) 

Producción de CO2 y Etileno en frutos de pitaya
La producción de CO2 durante el periodo postcosecha del fruto 

Figura 2. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos del fragmento de ACC oxidasa de pitaya  con las secuencias de algunos genes de ACC oxidasa de otros 
frutos. Fragmento de pitaya Stenocereus stellatus (FJ810860), fresa Fragaria ananass (AY706156.1), pera Prunus persica (AF129073.1), manzana Malus x domestica 
(AB086888.1), jitomate Solanum lycopersicon (P05116), papaya Carica papaya (AF379855.1), aguacate Persea americana (P19464). Los tres dominios conservados están 
sombreados (Cajas 1, 2, 3). Las cajas 1 y 2 son regiones presuntas de un zipper de leucina y la caja 3 es el dominio conservado de unión a hierro.
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de pitaya se encuentra representada en 
la figura 3A, como puede observarse 
mediante este método de detección de 
CO2, la producción de este gas permaneció 
casi constante durante los 5 días de 
detección. En base a este resultado los 
frutos de pitaya tienen un comportamiento 
no climatérico. Para el caso del etileno el 
comportamiento fue similar (figura 3B), 
es decir no se detectó un aumento en los 
niveles de producción de etileno durante 
el periodo postcosecha de los frutos. En 
base a este parámetro y al de CO2 estos 
frutos serian clasificados dentro del grupo 
no climatéricos.

Expresión del gen SsACCO1 durante 
la maduración del fruto de pitaya
El ARN total del fruto de pitaya fue 
extraído para realizar un ensayo tipo 
northern, tanto de pulpa como de cáscara 
en los tres estadios de maduración (verde, 
maduro y sobremaduro). Como puede 
observarse en la figura 4, existe una señal 
para el mensajero de este gen en la pulpa 
del estadio 1 la cual se va acentuado 
conforme avanza la maduración, la señal 
en el tejido de la cáscara se hace evidente 
hasta el estadio de completa maduración, 
este resultado sugiere que  posiblemente 
el proceso de expresión de este gen se 
inicia en la pulpa en estados tempranos 
de la maduración del fruto y conforme 
avanza el proceso de hace mas abundante 
el mensajero para este gen en la pulpa. La 
señal en la cáscara del fruto es evidente 
hasta un estadio  tardío en el proceso de 
maduración.  

Discusión
En este artículo reportamos el aislamiento 
y clonación de un fragmento genómico 
del gen que codifica para la ACC oxidasa 
de pitaya. Este fragmento muestra una 
estructura similar a otros genes de ACC 
oxidasas de otras plantas reportadas con 
anterioridad en el banco de datos de 

NCBI. El fragmento contiene los tres 
intrones característicos de estos genes de 
la familia de las ACC oxidasas. La parte 
codificante contiene los aminoácidos 
conservados de unión al ion hierro y 
al ascorbato de esta superfamilia de 
proteínas, así mismo presenta los tres 
dominios conservados de las ACC 

Figure 4. Ensayo tipo northern blot de la maduración del fruto de pitaya. El ARN total fue extraído (10 mg), 
desnaturalizado con formaldehido y transferido a una membrana de nylon (Hybond-N membrane (Amersham), 
de los tres estadios de maduración del fruto de pitaya tanto de cáscara como de pulpa. La membrana fue hibridada 
utilizando como sonda el fragmento de la ACC oxidasa de pitaya Ss-ACO marcada con 32P, con la finalidad de 
detectar el transcrito en los diferentes estadios y tejidos. P1 y C1, ARN de pulpa y cáscara respectivamente del 
estadio verde. P2 y C2, ARN de pulpa y cáscara respectivamente del estadio maduro. P3 y C3, ARN de pulpa y 
cáscara respectivamente del estadio sobremaduro. En la parte superior de la figura se observa el blot y en la parte 
inferior la calidad del ARN total teñido con bromuro de etidio.

Figura 3. Producción de CO2 y Etileno por frutos de pitaya (Stenocereus stellatus). Los frutos de pitaya fueron colectados en la región de Chiautla Puebla. Los frutos fueron 
incubados en recipientes herméticos por 1 hr. El CO2 (Panel A) y el etileno (Panel B) fueron cuantificados por 5 dias.
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oxidasas. Estudios de la producción de etileno y la expresión 
de este gen durante el proceso de maduración también fueron 
llevados a cabo. Los frutos de cactáceas en general han sido 
reportados como no climatéricos, y como puede verse en las 
figura 3 el caso de este fruto de pitaya también caería dentro de la 
clasificación de frutos no climatéricos, ya que no hay un aumento 
neto de la producción de CO2 y etileno durante el proceso de 
maduración. Sin embargo encontramos expresión del gen de 
ACC oxidasa tanto en pulpa como en cáscara. La expresión se 
detectó primeramente en la pulpa en el estadio verde, aumentado 
la intensidad de la señal hasta el estadio sobremaduro del fruto. 
En el caso de la cáscara la señal no apareció sino hasta el estadio 
sobremaduro. La expresión de este gen sugiere que el mensajero 
aumenta en la pulpa conforme avanza el proceso de maduración 
y se presenta primero en la pulpa que en la cáscara, lo que 
sugeriría un proceso que va de la parte interior del fruto hacia 
fuera y que muy posiblemente el etileno esté jugando un papel 
directo en la maduración del fruto. Sin embargo la expresión de 
este gen no se correlaciona con la producción de etileno. Existen 
reportes de la expresión de genes de ACC oxidasa en frutos no 
climatéricos durante el proceso de maduración como es el caso de 
tuna (Collazo-Siquéz et al., 2003), piña (Cazonelli et al., 1998) y 
fresa (Trainotti et al., 2005), de una manera indirecta la síntesis 
de etileno en cítricos (Stewart et al., 1972) y durante el desarrollo 
del fruto en uva (Chervin et al., 2004) y calabaza (Shiomi et al., 
1999). Comparando nuestros resultados con los reportados para 
tuna, encontramos que en pitaya hay una expresión diferencial 
en tiempo y por tejido, ya que en tuna la expresión se encuentra 
aparentemente al mismo nivel en los estadios de maduración 
tanto en pulpa como en cáscara (Collazo-Siquéz et al., 2003). 
En el caso de piña sólo se detecta en la pulpa en estadio maduro 
(Cazonelli et al., 1998). Más estudios son necesarios para 
aclarar el papel de este gen en el proceso de maduración de 
pitaya. Recientemente Iannetta et al. (2006) han publicado que 
en fresa hay una producción de CO2 y etileno similar a la de 
frutos climatéricos, la detección de estos gases la llevaron a cabo 
usando espectroscopia de láser fotoacústica, lo cual sugiere que la 
sensibilidad del método utilizado para detectar CO2 y etileno es 
muy importante para detectar el proceso climatérico.

Por otro lado Hadfield et al. (2000) reportan que existen 
eventos que son independientes de etileno o extremadamente 
sensibles a niveles muy bajos de etileno. El papel del etileno o 
de la ACC oxidasa en frutos no climatericos aun es desconocido, 
estudios silenciando genes en la síntesis de etileno son necesarios 
para poder determinar si tiene realmente una participación en el 
proceso de maduración de pitaya o es una respuesta a un proceso 
de senescencia (Barry et al., 2007). 
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