RESULTADOS PRELIMINARES SOBRE LA CARACTERIZACION DE
PSEUDO-ORGANULOS EN TEJIDOS DE MANZANA AFECTADOS POR
BITTERPIT

Quiroga L, Blanco A, Monge E, Val J.
Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC); Avda. Montaiana 1005; 50059 Zaragoza,
Espafia. jval@eead.csic.es

El bitter pit es una fisiopatia que se declara por la muerte y deshidratacion de células
en zonas aisladas del mesocarpio alcanzando su cenit durante el proceso de conservacion.
El calcio juega un papel clave en el desarrollo de este desorden ya que los frutos con
bajos niveles de este nutriente son mas susceptibles a sufrir esta alteracion fisiologica,
aunque la manchas caracteristicas tiene niveles de calcio mas altos que la pulpa de
manzanas sanas.

Desde la década de los sesenta, a penas se han realizado estudios histologicos acerca de
la estructura de estos tejidos. Entre los escasos datos publicados, ciertos autores describen
que en las zonas afectadas del cortex interno de las manzanas, ademas de tejidos dafiados
o necrosados que incluyen paredes celulares rotas, aparecen granos de almidon adheridos a
estas membranas dafiadas.

En este estudio se han apreciado mayor niimero de granulos de almidon de los que
aparecen en las células de manzanas sanas pero, ademas, se han observado acumulaciones
de estructuras similares organulos celulares adheridos a las paredes de células afectadas.

Para identificar la naturaleza de estos pseudo-organulos (PO), se realizaron frotis con
muestras de tejidos afectados por bitter pit homogeneizados con un tampon de fosfato pH
7. Para determinar la composicion general de los PO se aplicaron numerosas técnicas
histolégicas de tincion y, entre ellas, la reaccidn mas visible se consigui6 con el tinte que
revela la presencia de celulosa. En el proceso de separacion y purificacion de los PO
constatamos que se trataba de unas estructuras resistentes a la abrasion quimica y
mecanica. Ademas, su adhesion a los restos de pared celular era muy fuerte lo que
dificulté el proceso de purificacion. Tras la homogenizacion en mortero, se filtrd el crudo
a través de un filtro de nilon con una luz de 10 um para centrifugarlo posteriormente a
4000 rpm durante 30 minutos. En el precipitado se distinguian dos fases, una parda y otra
mas densa con tonalidades doradas. Se eliminé la capa superficial mediante un pincel y
tras una nueva resuspension, filtrado y centrifugacion se obtuvo un depoésito concentrado
de PO’s. Los PO responden fuertemente a la tincion PAS (Periodic Acid Schiffs) que
revela la reaccion histoquimica del acido periodico que oxida las uniones entre carbonos
formando aldehidos que, a su vez, reaccionan con el acido sulfuroso fucsina dando color
magenta. Esta reaccion permite identificar la presencia de carbohidratos que parecen.
Ademas, parece ser que contienen una alta concentracion de proteina cuantificada por el
método de Bradford. En la actualidad, se prosigue la investigacion para profundizar en la
naturaleza de estos organulos determinando composicion fendlica y patréon de proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.
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