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RESUMEN 

El fruto del tomate (Lycopersicon esculenturn), durante su proceso de maduración, sufre 
numerosos cambios en las sustancias pécticas que conforMan la pared celular produ-
ciendo una'pérdida de lozanía y firmeza que ocasiona su senescencia debido al incre-
mento de la actividad de las enzimas pécticas entre las cuales se encuentra la 
poligalacturonasa (PG). En la Fácultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, 
en 1996, mediante el uso de la Metodología del Heteroinjerto Bernal (HIB) se obtuvie-
ron cuatro materiales experimentales de tomate denominados experimentalmente T1 
(Tomate Marglobe X Tomate de Árbol), T2 (Tomate Milano X Altamiza), T3 (Tomate Milano 
X Maciega) y T4 (Tomate Milano X Altramuz). Se ha observado que estos tomates tienen 
la característica de presentar un período de poscosecha más largo al compararlo con 
los parentales maternos. El objetivo de este estudio fue determinar la velocidad enzimática 
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de la poligalacturonasa (PG) de los heteroinjertos de tomate y un tomate comercial (TC) 
como control en estado de maduración rojo. 

Para la extracción de la enzima PG se empleó el método de Redenbaugh (1993). Los 
cristales de enzima obtenidos se resuspendieron y las proteínas se cuantificaron 
espectrofotométricamente a 280 nm por el método Stoscheck (1990) hallando valo-
res promedio de 0.850 mg / mL, 0.781 mg / mL, 0.747 mg / mL, 0.750 mg / mL y 
0.329 mg / mL para T1, T2, T3, T4 y TC respectivamente. A partir de los extractos de 
cada heteroinjerto se realizó una electroforesis SDS-PAGE del 12% en donde se ob-
servaron cuatro bandas, una de ellas con peso molecular de 44,7 KD que posiblemente 
corresponde a la isoenzima endo-PG. Posteriormente se midió la actividad enzimática 
de la PG en los materiales de tomate objeto de estudio espectrofotométricamente por 
el método de Gross (1982) el cual fue modificado, se halló una disminución de acti-
vidad del 44.5%, 46%, 28% y 37% respectivamente para T1, T2, T3 y T4 con relación 
al control TC. Para caracterizar loS productos de la reacción enzimática de la PG se realizó 
una cromatografía en capa fina que mostró en .  los heteroinjertos un monómero co-
rrespondiente al ácido gálacturóÑco con mayór intensidad y otros complejos coloreados 
muy débiles de mayor peso molecular que pueden corresponder a dímeros, trímeros, 
tetrámeros, etc., esto se debe pósibiemente', a qüe Íá PG pr'es'ente eñ ldS materiales 
experimentales no hidrolizó el ácido poligalacturónico en un 100% a diferencia de la 

a.

PG del tomate control. 

1. INTRODUCCIÓN 

La maduración del fruto de tomate se caracteriza por presentar una serie de cambios 
bioquímicos y fisiológicos coordinados entre sí, que contribuyen a la textura, color y 
sabor final del fruto maduro (Dellapenna, 1987). Las enzimas pécticas juegan un papel 
importante en los cambios de la textura durante el proceso de maduración (Hasegawa, 
et.al ., 1969). El ablandamiento se ha atribuido a la solubilización de pectinas por efecto 
de enzimas pécticas como la poligalacturonasa (E.C. 3.2.1.15), que cataliza la hidrblisiS 
de los enlaces glicosídicos a (1—>4) de las sustancias pécticas generando una disminución 
de la firmeza de los tejidos. Así mismo la pectinesterasa.(E.C. 3.1.1.11) hidroliza loS grupos 
metil éster del ácido péctico y de la pectina produciendo grupós cai -boxilo libres. Estas 
enzimas han sido señaladas cómo las hidrolasas más importantes que influyen en el 
proceso de ablandamiento del fruto, seguidas por la celulasa (Lobo, 1987). 

La actividad de la PG se ha cuantificado mediante la formación . de grupos reductores 
• por los métodos de Somogy-Nelson (1944), Luschinger and Cornesky (1962),,también 
• se utiliza el método de Gross et.al ., (1982), el cual es más fácil y sensible que los ótros 
u métodos debido a que cuantifica nanomoles de azúcares reductores. 

IJJ 

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue cuantificar, por este último método, la actividad 
rt 	 enzimática de la PG en los diferentes materiales experimentales, productos de diferentes u 

heteroinjertos de tomate (T1, T2, T3, T4) con relación a un control ( Tomate Milano). 
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2. METODOLOGÍA 

Se emplearon 10 muestras en estado de maduración rojo de cada uno de los mate-
riales experimentales (T1, T2, T3 y T4) y del tomate "Milano" como control. Estos se 
lavaron con agua fría, se secaron al aire, se pesaron 20 g de pericarpio sin semillas y 
se siguió el Protocolo de Redenbaugh (1993), ajustando el buffer de extracción para 
esta cantidad de 'muestra. Cada extracto crudo se colocó en cajas de petri y se secó 
en una cámara de flujo laminar a 10 °C hasta la obtención de cristales. De éstos se 
pesaron 40 mg que fueron resuspendidos en 1 mL de buffer acetato 50 mM pH 4.4. 
A partir de cada una de estas muestras se realizaron los siguientes procedimientos: 

2.1 Cuantificación de Proteínas 

Se realizó una curva de calibración de proteína con patrones de Albúmina Sérica Bovina 
fracción V en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg / mL. De los crista-
les resuspendidos de cada material heteroinjertado se tomaron por triplicado 250 pi .  
y se mezclaron con 750 pl. de buffer acetato 50 mM pH 4.4 y se determinó espectro-
fotométricamente por el método de Stoscheck (1990) el contenido de proteína. 

2.2 Electroforesis 

De cada uno de los cristales resuspendidos se tomaron 40 pL, se trataron con 20 )11_ 
de buffer muestra (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 10% 3-mercapto-
etanol) y fueron incubadas en baño María a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormen-
te se sembraron 20 III_ de esta mezcla en cada pozo, el gel se corrió en una electroforesis 
SDS-PAGE al 12% a 100 mA y 150 Voltios durante 50 minutos. Los geles se revelaron 
con tinción de nitrato de plata. El marcador de peso molecular (Pharmacia Biotechl 
contenía proteínas con pesos moleculares 94, 67, 43, 30, 20 y 14 KD. 

2.3 Curva de Calibración para medir la Actividad Enzimática 

Para la determinación de la actividad enzimática de la PG se realizó una curva de ca-
libración con ácido galacturónico (AGU), con el fin de medir la liberación hidrolítica de 
los azúcares reductores provenientes del ácido poligalacturónico. El ácido mono-
galacturónico se lavó con etanol al 80%, se secó en cámara de flujo laminar y se 
prepararon patrones frescos con concentraciones de 50 a 300 nM. Se utilizó el mé-
todo de Gross (1982), con las siguientes modificaciones: se tomaron 400 lit de cada 
uno de los patrones adicionándoles 2 mL de buffer borato-fosfato 0.1 M pH 9.0 y 400 
lit de 2-cianacetamida al 1% en agua. Se agitó en vórtex durante 5 segundos y se in-
cubaron en baño María a 100 °C durante 10 min, se enfrió en baño de hielo durante 
9 min y se leyó la absorbancia a 276 nm en un espectrofotómetro (Perkin Elmer; 
USA). 

2.4 Actividad Enzimática 

Para la cuantificación de la actividad enzimática, se empleó como sustrato ácido 
poligalacturónico (ICN Chemical, referencia 102711, RT), este ácido se lavó con etanol 
al 80%, se dejó secar en una cámara de flujo laminar. De cada uno de los extractos 
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resuspendidos se tomaron 100 tL de enzima, se incubaron a 37 °C durante 1 hora 
con 300 tL de ácido poligalacturónico al 0.2% preparado en buffer acetato 37 mM 
pH 4.4. La reacción se detuvo al tratar con 2 mL de buffer borato-fosfato 0.1M pH 
9.0 frío y el procedimiento se continuó como en la curva de calibración del ácido 
galacturónico. El blanco de reactivos se preparó adicionando buffer acetato 50 mM pH 
4.4 en lugar de la enzima. La actividad se determinó con la siguiente ecuación: 

U/mg proteína — 
Abs. V Factor de conversión 

E . b vs t Cproteína 

donde: 
Abs 	 = Abs de la muestra — Abs del blanco de reactivos 
V 	 = volumen del ensayo (m1) 
Factor de Conversión 	= del ácido galacturónico de nmol a pimol. 
e 	 = absortividad expresada en ml/nmol.cm  
b 	 = paso de la celda (1 cm) 
vs 	 = volumen de la muestra usada en el ensayo (m1) 
t 	 = tiempo (min) 
Cprotelna 	 = concentración de proteína (mg/m1) 

También se realizó un ensayo enzimático para determinar la actividad específica de la 
PG, igualando la concentración de proteína al diluir una alícuota de los extractos de los 
materiales experimentales TI y T2 al valor de proteína presente en el control (0.426 
mg/mL). 

2.5 Cromatografía en Capa Fina 

Para caracterizar los productos liberados por la PG y comparar la hidrólisis de la PG de 
los diferentes materiales experimentales, se incubaron 300 tL del sustrato (ácido 
poligalacturónico) con 100 tL del extracto enzimático a 37 °C y se realizaron dos ensayos 
con tiempos de incubación de 1 y 3 horas de manera independiente, se detuvo la 
reacción en baño de María a 100 °C durante 10 minutos. Se sembraron 5111_ del pro-
ducto de reacción, en una cromatoplaca de sílicagel 60 Merck (10 x 10 cm), a 2 cm 
del origen y se separaron con una mezcla de butano!, ácido acético, agua 2:1:1, con 
el fin de hacer la diferenciación del producto se emplearon estándares de galactosa, 
ácido monogalacturónico y poligalacturónico de 200 mg /dL. Después de la separa-
ción cromatográfica se reveló con 0.2% de 1,3-naftalenodiol en etanol al 95% que 
contenía 2.5% de ácido sulfúrico concentrado. 
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mL, T2 de 0.781 mg/mL, T3 de 0.747 mg/mL, y T4 de 0.750 mg/mly para !tramarle 
control TC de 0.365 mg/mL. 

Estos valores indican mayor contenido de proteína en los hetemihrptas que erreTlItormarie 
control. Este fenómeno se puede relacionar con la influencia que tierre el - Wenn so-
bre la expresión y-acumulación de proteína PG. En 1998, Sitrilt y Bennellt detennhirrna-- 
ron que esta hormona vegetal juega un papel importante en el proceso 41 -  traSIligiiiárfn 

del gen de la PG, para luego traducirse en proteína polígalacturonasa„ también hailla-
ron que en tomates que no habían sufrido alguna mutación, Ila PG atuernentaltla progre-
sivamente al igual que se sintetizaba el etileno, pero una vez el trasto estum innazlikurro 
disminuyó la concentración de la hormona al tiempo que lo hada la IPG.. 

Es posible que el etileno esté influyendo en el aumento de la concentración! IiI, IIa ip) 4)1(4rna 
a lo largo del período de poscosecha de los materiales experimentarles de tomate.. TII„ 
T2, T3 yT4 . También es posible que la síntesis de esta hormona se esté llevando más 
allá del estado de maduración rojo, pues la proteína se presentó en mayor candela:11.. 

3.2 Electroforesis 

Al separar las proteínas presentes en los cristales solubilizados, de cada uno de Pos 
materiales experimentales y el tomate control, por electroforesis SDS-P GE se obser-
varon 4 bandas con pesos moleculares aproximados de 64.7, 55.2, 44.7 y273 KD„ 
con Rfs de 0.26, 0.32, 0.40 y 0.58 respectivamente. Estudios realizados por Delllapenna 
et.al ., (1988), han reportado para la endopoligalacturonasa un peso molecular de 45 
KD en tomate. Sato et.al., (1984), aislaron la PG con un peso molecular de 44 KD, pilar 
lo tanto es posible que el polipéptido correspondiente a 44.7 KD que se observó en 
este estudio con un Rf de 0.40 corresponda a esta isoenzíma /Figura 1j. 
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Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE al 12 %. Las proteínas fueron separadas a 150 voltios, 11 ol(c innA 
durante 50 minutos y reveladas con tinción de nitrato de plata. Se aplicaron 20 pi_ por pozo de cada 
uno de los extractos enzimáticos. A continuación se observa, de izquierda a derecha, en los carriles 
1 y 2 Heteroinjerto TI (Tomate Marglobe X tomate de Árbol), 3 y 4 Heteroinjerto T2 (Tomate Mi-
lano X Altamiza), 5 marcador de PM (2 lit) con proteínas de 94 KD (Rf 0.16), 67 KD (Rf 0.32), 43 
KD (Rf 0.42), 30 KD (Rf 0.62), 20 KD (Rf 0.70) y 14 KD (Rf 0.88), 6 y 7 Heteroinjerto T3 (Tomate 
Milano X Maciega), 8 y 9 Heteroinjerto T4 (Tomate Milano X Altramuz), TC Tomate Control Mila-
no. Todos los extractos correspondientes a los frutos se encontraban en estado de maduración rojo. 
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3.3 Actividad Enzimática 

Al realizar la curva de calibración con el ácido galacturónico como patrón, se observó 
una linealidad hasta 250 nM y un límite de detección de 37.5 nM.(Figura 2). 

Figura 2. Curva de calibración del ácido galacturónico para la cuantificación de la actividad 
enzimática. La gráfica muestra la relación del ácido galacturónico al hacer reaccionar 400 p_ del 
patrón con 400 µL de 2-cianoacetamida al 1%. 

La estabilidad que mostró el complejo formado fue de 1 hora. Al cuantificar la activi-
dad enzimática de cada una de las diez muestras de tomates obtenidos por heteroinjerto 
y el control, se halló una actividad promedio de 0.116 timol/ min/mg proteína para TI, 
0.112 (imol/ min/mg proteína para T2, 0.150 y 0.131 ptmol/ min/mg proteína para T3 
y T4 respectivamente. El tomate control presentó una actividad de 0.209 psnol/min/ 
mg proteína. Estos resultados muestran que hubo una disminución de actividad del 
44.5%, 46.4%, 28%y 37% para los materiales TI, T2, T3 y T4 respectivamente fren-
te al control. (Figura 3). 

Figura 3. Comparación de la actividad de la PG en el estado de maduración rojo entre el to-
mate control y los materiales experimentales HIB. 

La menor actividad de la PG de los materiales experimentales de tomate (TI , T2, T3 y 
T4) podría explicar el porque estos tomates productos de los diferentes heteroinjertos 
presentan en postcosecha mayor tiempo de vida útil y menos pérdida de firmeza y lozanía 
y por lo tanto una senescencia más lenta; puesto que la enzima PG es la responsable 
del ablandamiento de los frutos. 
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Sin embargo se deben realizar estudios moleculares y bioquímicos de los materiales 
experimentales que expliquen la disminución de velocidad enzimática, debido a que estas 
enzimas son codificadas por una amplia familia de genes que se diferencian en térmi-
nos de su expresión espacial y temporal. Así las PGs pueden diferir en sus propieda-
des bioquímicas, como en la forma de hidrólisis o especificidad del sustrato (Hadfield 
and Bennett, 1998.1, 

Al determinar la actividad específica de la PG con una concentración igual de proteína 
0.426 mg/mL para TI, T2 y TC también se observaron velocidades de actividad enzimática 
menores en comparación con el control (Figura 4). 

Figura 4. Velocidad de actividad de la PG con 0.426 mg/mL de concentración de proteína. 

Estos resultados obtenidos pueden deberse a una posible diferencia de las PG presen-
tes en los heteroinjertos y la del control tal como se ha reportado para diferentes 
poligalacturonasas. Por ejemplo, la PG que contribuye al ablandamiento y cambio de 
la textura en el fruto de tomate tiene solamente 41% de similitud a la PG que se encuentra 
en la zona de abscisión de dicho fruto y un 60% con relación a la PG presente en el 
melón. Muchas secuencias de las PGs muestran divergencias en su estructura, así como 
dominios conservados en los sitios catalíticos y en la región carboxilo terminal.(Scott-
Craig et.a/.,1990; Caprari etal., 1996, Stratilova eta/., 1996). Por lo tanto, es importante 
establecer la razón de esta diferencia de actividad, a pesar de que la región del fruto 
del tomate de la cual se extrajo la PG fue la misma. 

Por otra parte, análisis previos realizados por Castro y Olaya (2001), en estos mismos 
materiales experimentales, muestran mayor contenido de cenizas, entre los cuales se 
encuentran minerales como el potasio, hierro y calcio. Es necesario realizar estudios de 
la concentración del calcio presente en los heteroinjertos de tomate como también 
de otros inhibidores, debido a que en uvas se reportó que al incrementarse la actividad 
de la PG a lo largo del proceso de maduración, el contenido de calcio disminuía (Cabanne 
and Donéche, 2001). Otros estudios mostraron que la enzima PG de la Monilinia 
fructicola también era inhibida por sales de calcio (Biggs eta!, 1997). 
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una cosecha con mayor producción y calidad. En el caso de los frutos un tiempo de 
almacenamiento y vida útil más prolongada, tal como sucede con los frutos del tomate. 

Los materiales experimentales de tomate T3 y T4 fueron los heteroinjertos con menor 
contenido de proteína en el estado de maduración rojo. Existe una diferencia del 10% 
y del 11% de estos dos heteroinjertos, respecto a la concentración de Ti, la cual fue 
la de mayor concentración proteica 0.850 mg/mL. En T2 se observó menor cantidad 
de proteína que en Ti (8%), y un 2.5% y 3.6% más que T3 y T4 respectivamente. El 
estudió mostró que el tomate control Milano (TC) fue el fruto con menos contenido 
proteico, la diferencia hallada con Ti, T2, T3 y T4 fue del 57%, 53%, 52% y 53% en 
su orden. Por lo anteriormente observado es importante determinar si existe influen-
cia genética en los tomates HIB, por parte de los parentales paternos que incrementen 
el contenido de proteína y disminuya la actividad enzimática. 

En este estudio también se halló una disminución en la actividad enzimática de la PG 
en los cuatro heteroinjertos con relación al tomate control de un 44.5%, 46.4%, 28% 
y37% para Ti, T2, T3 y T4 respectivamente. La disminución de la actividad enzimática 
se vio reflejada en un fruto de mayor durabilidad, mayor tiempo de almacenamiento, 
con mayor firmeza y lozanía. Estas son condiciones que tanto los productores como 
consumidores buscan en los frutos durante el proceso de comercialización. 

Sin embargo, es necesario realizar investigaciones que relacionen la actividad enzimática 
o expresión de la PG en los distintos heteroinjertos con las concentraciones de etileno 
y calcio en las diferentes etapas de maduración de los frutos. 
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