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| RESUMEN

E! fruto del tomate (Lycopersicon escufenturm), durante su proceso de maduracion, sufre
| numerosos cambios en las sustancias pécticas que conforman la pared celular produ-
ciendo una'pérdida de lozania y firmeza que ocasiona su senescencia debido al incre-
mento de la actividad de las enzimas pécticas entre las cuales se encuentra 1a
poligalacturonasa (PG}. En la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana,
en 1996, mediante el uso de la Metodologia del Heteroinjerto Bernal (HIB) se obtuvie-
ron cuatro materiales experimentales de tomate denominados experimentalmente T1
(Tomate Marglobe X Tomate de Arbol), T2 {Tomate Milano X Altamiza), T3 (Tomate Milano
X Maciega) y T4 (Tomate Milano X Altramuz). Se ha observado que estos tomates tienen
la caracteristica de presentar un periodo de poscosecha mas largo al comparario con
los parentales maternos. El objetivo de este estudio fue determinar la velocidad enzimatica
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dela pohgalacturonasa (PG) de los heteroinjertos de tomate y un tomate comercial (TC)
como control en estado de maduracién rojo.

Para la extraccion de la enzima PG se empled el método de Redenbaugh (1993). Los
cristales de enzima obtenidos se resuspendieron y las proteinas se cuantificaron
espectrofotométricamente a 280 nm por el método Stoscheck (1990) hallando vaio-
res promedio de 0.850 mg / mL, 0.781 mg/ mL, 0.747 mg/ mL, 0.750 mg/ mLy
0.329 mg/mLparaTi, T2, T3, T4 y TC respectivamente. A partir de los extractos de
cada heteroinjerto se realizé una electroforesis SDS-PAGE del 12% en donde se ob-
servaron cuatro bandas, una de eilas con peso molecular de 44,7 KD que posiblemente
corresponde a la isoenzima endo-PG. Posteriormente se midi6 la actividad enzimatica
de la PG en los materiales.de tomate objeto de estudio espectrofotométricamente por
el método de Gross (1982) el cual fue modificado, se hallé una disminucién de acti-
vidad del 44.5%, 46%, 28% y 37% respectivamente para T1, T2, T3y T4 con relacion
al control TC. Para caracterizar los productos de la reaccién enzimatica de la PG se realizd
una cromatografia en capa fina que mostré en los heteroinjertos un monémero co-
rrespondiente al cido galacturdénico con mayor intensidad y otros complejos coloreados
muy débiles de mayor peso molecular gue pueden corresponder a, dlrneros tnmeros
tetrameros, étc., esto se debe posnblemente‘ aque 1a PG presente en‘los materiales
experimentales no h|drohzo el aodo pohgalacturomco en un 100% a diferencia de la
PG del tomate control.

1. INTRODUCCION

La maduracién del fruto de tomate se caracteriza por presentar una serie de cambios

. bioguimicos y fisioldgicos coordinados entre si, que contribuyen a la textura, colory

sabor final del fruto maduro {Dellapenna, 1987). Las enzimas pécticas juegan un papel
importante en los cambios de la textura durante el proceso de maduracién (Hasegawa,
et.al., 1969). El ablandamiento se ha atribuido a la solubilizacion de pectinas por efecto
de enzimas pécticas como la poligalacturonasa (E.C. 3.2.1.15), que cataliza la hidrdiisis
de los eniaces glicosidicos o {1—4) de las sustancias pécticas generando una disminucion
de la firmeza de los tejidos. Asi mismo la pectinesterasa.(E.C. 3.1.1. -11) hidroliza los grupos
metil éster del acido péctico y de la pectina produoendo grupos carboxilo libres. Estas
enzimas han sido sefialadas como las hidrolasas mas mportantes que mﬂuyen enel
proceso de ablandamiento del fruto, seguidas por la celulasa (Lobo, 1987).

La actividad de la PG se ha cuantificado mediante la formacién'de grupos }eductores
por los métodos de Somogy-Nelson (1944), Luschinger and Comesky (1962), también
se utiliza el método de Gross et.al., {1982), el cual es mas facil y sensible que los otros
métodos debido a que cuantifica nanomoles de azicares reductores s

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue cuantificar, por este ultlmo método, Ia actlvrdad
enzimatica de la PG en los diferentes materiales experimentales, productos de diferentes
heteroinjertos de tomate (T1, T2, T3, T4} con relacion a un control { Tomate Milano).
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2. METODOLOGIA

Se emplearon 10 muestras en estado de maduracién 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 fria, se secaron al aire, se pesaron 20 g de pericarpio sin semillas y
se siguio el protocolo de Redenbaugh (1993), ajustando el buffer de extraccion para
esta cantidad de muestra. Cada extracto crudo se colocé en cajas de petriy se secd
en una camara de flujo laminar a 10 °C hasta la obtencién 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 Cuantificacion de Proteinas

Se realizd una curva de calibracién de proteina con patrones de Albimina Sérica Bovina
fraccién V en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0 mg / mL. De los crista-

les resuspendidos de cada material heteroinjertado se tomaron por triplicado 250 uL

y se mezclaron con 750 ul de buffer acetato 50 mM pH 4.4 y se determiné espectro-
fotométricamente por el método de Stoscheck (1990) el contenido de proteina.

2.2 Electroforesis

De cada uno de los cristales resuspendidos se tomaron 40 pL, se trataron con 20 uL
de buffer muestra (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 10% B-mercapto-
etanol) y fueron incubadas en bafio Maria a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormen-
te se sembraron 20 plL de esta mezcla en cada pozo, el gel se corrid en una electroforesis
SDS-PAGE al 12% a 100 mAy 150 Voltios durante 50 minutos. Los geles se revelaron
con tincidn de nitrato de piata. El marcador de peso motecular {Pharmacia Biotech)
contenia proteinas con pesos moleculares 94, 67, 43, 30, 20y 14 KD.

2.3 Curva de Calibracién para medir la Actividad Enzimatica

Para la determinacion de la actividad enzimatica de la PG se realizé una curva de ca-
libracion con ‘acido galacturénico (AGU), con el fin de medir 1a liberacién hidrolitica de
los azlcares reductores provenientes del 4cido poligalacturénico. El dcido mono-
galacturdnico se lavd con etanol al 80%, se seco en camara de fiujo laminar y se
prepararon patrones frescos con concentraciones de 50 a 300 nM. Se utilizd el mé-
todo de Gross (1982), con las siguientes modificaciones: se tomaron 400 uL de cada
uno de los patrones adicionandoles 2 mL de buffer borato-fosfato 0.1M pH 9.0 y 400
uL de 2-cianacetamida al 1% en agua. Se agito en vortex durante 5 segundos y se in-
cubaron en bano Maria a 100 °C durante 10 min, se enfrié en bafno de hielo durante
9 min y se leyd la absorbancia a 276 nm en un espectrofotémetro (Ferkin Eimer; inc.
USA).

2.4 Actividad Enzimatica

. Para la cuantificacion de la actividad enzimatica, se empled como sustrato acido
pohgalacturomco (ICN Chemical, referencia 102711.RT), este acido se lavé con etanol
al 80%, se dejo secar en una camara de flujo laminar. De cada uno de los extractos
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resuspendidos se tomaron 100 uL de enzima, se incubaron a 37 °C durante 1 hora
con 300 ul de acido poligalacturénico al 0.2% preparado en buffer acetato 37 mM
pH 4.4. La reaccion se detuvo al tratar con 2 mL de buffer borato-fosfato 0.1M pH
9.0 frio y el procedimiento se continud como en la curva de calibracién del acido
galacturénico. El bianco de reactivos se prepard adicionando buffer acetato 50 mM pH
4.4 en lugar de la enzima. La actividad se determiné con la siguiente ecuacion:

Abs. V. Factor de conversiéon

U/mg proteina =
e.b.vs.t. Cproteina

donde:

Abs = Abs de la muestra — Abs del blanco de reactivos
v = volumen del ensayo (m!)

Factor de Conversién = del acido galacturénico de nmol a umol.

€ = absortividad expresada en ml/nmol.cm

b = paso de la celda (1 cm)

Vs = volumen dela muestra usada en el ensayo (ml)
t = tiempo (min)

Cproteina = concentracion de proteina {mg/ml)

También se realizé un ensayo enzimatico para determinar la actividad especifica de la
PG, igualando la concentracion de proteina al diluir una alicuota de los extractos de los
materiales experimentales T1 y T2 al valor de proteina presente en el control {0.426
mg/mL).

2.5 Cromatografia en Capa Fina

Para caracterizar los productos liberados por la PG y comparar [a hidrolisis de la PG de
los diferentes materiales experimentales, se incubaron 300 uL del sustrato (acido
poligalacturénico) con 100 uL del extracto enzimatico a 37 °C y se realizaron dos ensayos
con tiempos de incubacion de 1 y 3 horas de manera independiente, se detuvo la
reaccion en bafno de Maria a 100 °C durante 10 minutos. Se sembraron 5ul del pro-
ducto de reaccion, en una cromatoplaca de silicagel 60 Merck {10x 10cm), a2 cm
del origen y se separaron con una mezcla de butanol, acido acético, agua 2:1:1, con
el fin de hacer la diferenciacion del producto se emplearon estandares de galactosa,
acido monogalacturdnico y poligalacturénico de 200 mg /dL. Después de la separa-
cién cromatogréfica se reveld con 0.2% de 1,3-naftalenodiol en etanol al 95% que
contenia 2.5% de acido sulfurico concentrado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Cuantificaciéon de Proteinas

Al cuantificar las proteinas de las 10 muestras de cada material de estudio se hallaron
los siguientes valores promedios para los tomates correspondientes a T1 de 0.850 mg/
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mL, T2 de 0.781 mg/mL, T3 de 0.747 mg/mL, y T4 de 0.750 mgy/miL y para ¢l tomete
control TC de 0.365 mg/mL.

Estos vaiores indican mayor contenido de proteina en los heteroinjertos que en el tomzte
control. Este fendmeno se puede relacionar con la influenda que tiene €l etileno so-
bre la expresién y-acumulacién de proteina PG. En 1998, Sitrit y Benneti: dietemmiin-
ron que esta hormona vegetal juega un papel importante en el proceso de trAsaripdiém
del gen de la PG, para luego traducirse en proteina poligalacturonasa, tamibiém inaillz-
ron que en tomates que no habian sufrido alguna mutadén, la PG aumentzina progre-
sivamente al igual que se sintetizaba e! etileno, pero una vez el frute estuvo Mmadure
disminuy6 la concentracién de la hormona al tiempo que lo hada la PG.

Es posible que el etileno esté influyendo en el aumento de 12 concentraditn de Ia proteinz
alo largo del periodo de poscosecha de los materiales experimentales de tomate. T7,
T2, T3y T4 . También es posible que la sintesis de esta hormona se esté lievando mds
alla del estado de maduracién rojo, pues la proteina se presenté en mayor cantidad.

3.2 Electroforesis

Al separar las protelnas presentes en los cristales solubilizados, de cada uno de los
materiales experimentales y el tomate control, por electroforesis SDS-PAGE se obser--
varon 4 bandas con pesos moleculares aproximados de 64.7, 55.2, 44.7 y 27.7 KD,
con Rfs de 0.26, 0.32, 0.40 y 0.58 respectivamente. Estudios realizados por Deliapenin:a
et.al.,, (1988), han reportado para la endopoligalacturonasa un peso molecular de 4%
KD en tomate. Sato et.al., (1984}, aislaron la PG con un peso molecuiar de 44 KD, par
lo tanto es posible que el polipéptido correspondiente a 44.7 KD que se observd ém
este estudio con un Rf de 0.40 corresponda a esta isoenzima (Figura 7).

1 2 3 45 6 7 8 9 TC

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE al 12 %. Las proteinas fueron separadas a 150 voltios, 100 mA
durante 50 minutos y reveladas con tincidn de nitrato de plata. Se aplicaron 20 ul por pozo de cada
uno de los extractos enzimaticos. A continuacién se observa, de izquierda a derecha, en los carriles
1y 2 Heteroinjerto T1 (Tomate Margiobe X tomate de Arbol}, 3 y 4 Heteroinjerto T2 (Tomate Mi-
lano X Altamiza), 5 marcador de PM (2 uL) con protefnas 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 maduracion rojo.
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3.3 Actividad Enzimatica

Al realizar la curva de calibracion con el dcido galacturénico como patrén, se observo
una linealidad hasta 250 nM y un limite de deteccion de 37.5 nM.(Figura 2).

31 e
g 251 o Z
[ =
8 27
[2]
g 1,5 4 ‘
9 11 y = 0,0088x + 0,0632
£
< 54 R? = 0,9888
o] T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracién (nM)

Figura 2. Curva de calibracién del acido galacturénico para la cuantificacion de la actividad
enzimatica. La grafica muestra la relacién del acido galacturénico al hacer reaccionar 400 pL del
patrén con 400 pL de 2-cianoacetamida al 1%. ’ '

La estabilidad que mostré el complejo formado fue de 1 hora. Al cuantificar la activi-
dad enzimética de cada una de las diez muestras de tomates obtenidos por heteroinjerto
y el control, se hallé una actividad promedio de 0.116 umol/ min/mg proteina para T1,
0.112 umol/ min/mg proteina para T2, 0.150 y 0.131 pmol/ min/mg proteina para T3
y T4 respectivamente. El tomate control presentd una actividad de 0.209 pmol/min/
mg proteina. Estos resultados muestran que hubo una disminucion de actividad del
44.5%, 46.4%, 28% y 37% para los materiales T1, T2, T3 y T4 respectivamente fren-
te al control. {Figura 3}.

0,25

02

0,15 . .

0,1

0,051

Actividad (umo¥/min/mg
proteina)

TC Milano T ™ i) T4
Materiales de estudio HIB

Figura 3. Comparacion de la actividad de la PG en el estado de maduracién rojo entre el to-
mate control y los materiales experimentales HiB. .

La menor actividad de 1a PG de los materiales experimentales de tomate (T1, T2, T3y
T4) podria explicar el porque estos tomates productos de los diferentes heteroinjertos
presentan en postcosecha mayor tiempo de vida Util y menos pérdida de firmeza y lozania
y por lo tanto una senescehcia mas 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 bioquimicos de los materiales
experimentales que expliquen la disminucion de velocidad enzimatica, debido a que estas
enzimas son codificadas por una amplia familia de genes que se diferencian en térmi-
nos de su expresién espacial y temporal. Asi las PGs pueden diferir en sus propieda-
des bioguimicas, como en la forma de hidrdlisis o especificidad del sustrato {Hadfield
and Bennett, 1998}.

Al determinar la actividad especifica de la PG con una concentracién igual de proteina
0.426 mg/mL para T1, T2 y TC también se observaron velocidades de actividad enzimatica
menores en comparacion con el control (Figura 4}.

0,25+

o
Y

o
P
v

o
-

o
o
<

Actividad (umolmin/mg protefna)

01
®mActividad 0,216 [ 0,078 { 0,073 |

Figura 4. Velocidad de actividad de la PG con 0.426 mg/mL de concentracién de protefna.

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 419 de similitud a la PG que se encuentra
en la zona de abscisién de dicho fruto y un 60% con relacion a la PG presente en el
melén. Muchas secuencias de las PGs muestran divergencias en su estructura, asi como
dominios conservados en los sitios cataliticos y en la regidn carboxilo terminal.{Scott-
Craig et.al,1990; Caprari et.al, 1996, Stratilova et.al, 1996). Por lo tanto, es importante
establecer la razén de esta diferencia de actividad, a pesar de que la regién del fruto
del tomate de la cual se extrajo la PG fue la misma.

Por otra parte, analisis 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 concentracién del caicio presente en los heteroinjertos de tomate comao también
de otros inhibidores, debido a que en uvas se report¢ que al incrementarse la actividad
de la PG alo largo del proceso de maduracion, el contenido de calcio disminuia (Cabanne
and Donéche, 2001). Otros estudios mostraron que la enzima PG de la Monilinia
fructicola también era inhibida por sales de calcio (Biggs et.al, 1997).
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3.4 Cranmatografia en Capa Fina

Alimauitar die 1 a3 horas el addo poligalacturénico con las PGs de los heteroinjertos
T, T2, T3y T4 y separar por cromatografia en capa fina los productos de hidrdlisis
genaadios, Se observaron bandas de rmayor intensidad con un Rf de 0.7 ¢cm, que
comignatan com el 4dido galacturénico, como también complejos coloreados muy
difihilles die 2t peso molleculiar que posiblermente correspondian a dimeros, trimeros,
uEIETmEes, e, (Figuras 5 y 6 bandas senaladas con ﬂecha azul).

De aquendo com oS datos efmmnmrados enla c:romatoplaca es posuble que la PG pre-
SEmiE @ los wmaes heteroinjertados comesponda a la endo-PG debido a que la en-
Zimmer mo Miidhallizb &l didio poligalacturdnico en un 100%, a diferencia de la PG presente
&m &l tonmate comtoll gue Si o hizo y por lo tanto no se observo otros subproductos
(fFigunas 5 y & em L3).

L Iz I3 L4 Is Is

Figuna 5. Sepanadidm die productos
die Widndliisis die TH, TC y T2 por
omatognafia en capa fima. En s
Iffreses S it dieizguiend 2 deredha:
ILn 5 il aie &diidio grikduundnicy 200 mgy/
dL{RF@7), L2, L3y 5 yil. die llos pro-
dluatins die [k adtividzd conespondiames 2
T, Ty M2 nespectivamesnte (RF Q.7)). L
5 pildi gptrtasa 200 mgdil (RTQ.4). L
% L die iidio polligal tundmico 200 mgy/
L (fpemmamedd em &l anigrem). Las handas
Qe S emRIUETMTIeHM S Gd s com i fiedhng
die et azull refesamiam o Subproducos
e MMy e MVl Ry et dimmes
Nl e ol stz lzz:z:

Q.CUNUUHNHNES

Figura 6. Separacién de productos de

- Inidwélisis de T3, TC y T4 por cromatografia
' en capa fina. En las lineas se observa de iz-

quierda a derecha: L1 5 plL de acido
galacturdnico 200 mg/dL, L2, L3y L5 5 puL.
diellos prodiucios de Iz actividad comrespondientes
a T3, TC y T4 respectivamente. L4 5 pL
Galactosa 200 mg/di. L6 5 plL acido
paligalacturdnico 200 mg/dL. Las bandas que
e emauentran sefialadas con la flecha de co-

. llor Zzull representan los subproductos de ma-

yar peso molecular y estas Glitimas se retoca-
nomn pata visudlizanas. -

HEﬂ uspdez mmmrdmm@aa digll HIB s iha canadienizadio por penmitir una mayor adapta-
| diom die s pantas 2l medio amibiente, mejorar las caracteristicas bioquimicas y
| mutricionees die ks Emts, AummesnisT i resistenda a plagas y enfermedades para lograr
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una cosecha con mayor produccion y calidad. En el caso de los frutos un tiempo de
almacenamiento y vida Util mas prolongada, tal como sucede con los frutos del tomate.

Los materiales experimentales de tomate T3 y T4 fueron los heteroinjertos con menor
contenido de proteina en el estado de maduracién rojo. Existe una diferencia del 10%
y del 11% de estos dos heteroinjertos, respecto a la concentracion de T1, la cual fue

“la de mayor concentracion proteica 0.850 mg/mL. En T2 se observé menor cantidad
de proteina que en T1 (8%, y un 2.5% y 3.6% mas que T3y T4 respectivamente. El
estudié mostré que el tomate control Milano (TC) fue el fruto con menos contenido
proteico, la diferencia hallada con T1, 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 proteina y disminuya la actividad enzimatica. '

En este estudio también se hallé una disminucién en la actividad enzimatica de la PG
en los cuatro heteroinjertos con relaciéon al tomate control de un 44.5%, 46.4%, 28%
y37% para T1, T2, T3 y T4 respectivamente. La disminucion de la actividad enzimatica
se vio reflejada en un fruto de mayor durabilidad, mayor tiempo de almacenamiento,
con mayor firmeza y lozanfa. Estas son condiciones que tanto los productores como
consumidores buscan en los frutos durante el proceso de comercializacion.

Sin embargo, es necesario realizar investigaciones que relacionen la actividad enzimatica
o expresién de la PG en los distintos heteroinjertos con las concentraciones de etileno
y caicio en las diferentes etapas de maduracion de los frutos.
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