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En forma exdgena se aplicaron los inductores de tolerancia quitosano al
0.1 porciento, &cido salicilico 0.1 mM y &cido benzoico 0.1 mM en frutos de
tomate sin aplicarlos en las hojas y tallos de la planta. Los compuestos
inductores se aplicaron mediante aspersion a los racimos fructificados en
alguna de las siguientes etapas: amarre, llenado y etapa 3 de la maduracién del
fruto.

La actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa se
determiné en la etapa 4 de maduracion, encontrandose aumento en la actividad
de ambas enzimas al aplicar los inductores en ciertas etapas del crecimiento del
fruto. El quitosano aplicado en el llenado de fruto, y el acido salicilico durante el
amarre incrementaron la actividad de catalasa. La actividad de peroxidasa
aumento significativamente al aplicar quitosano en el amarre y llenado de fruto
encontrando un efecto menor para el acido salicilico. El acido benzoico no

modifico la actividad de catalasa o peroxidasa.
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The elicitor compounds chitosan 0.1 percent, salicylic acid 0.1 mM and
benzoic acid 0.1 mM were sprayed on tomato fruits without applying them in the
leaves and stems of the plant. The elicitors were sprayed at one of the following

stages: fruit set, fruit growth and phase 3 of fruit ripening.

The activity of the antioxidant enzymes catalase and peroxidase was
determined in the phase 4 of fruit ripening, being found an increase in the
activity of both enzymes upon applying the elicitors in certain stages of the fruit
development. The chitosan applied during the growth of the fruit, and the
salicylic acid applied during the fruit set increased the activity of catalase. The
peroxidase activity increased significantly upon applying chitosan during fruit set
and growth of the fruit, finding a smaller effect for the salicylic acid. Benzoic

acid did not modify the peroxidase or catalase activity.
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INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es la principal hortaliza de
exportacion de México; el valor de las exportaciones totales de esta hortaliza en
el afno 2002 ascendieron a 632.3 millones de délares (FAO, 2004), de los cuales
551.7 millones provinieron de los Estados Unidos; este ultimo valor corresponde
al 69.4% de las importaciones totales de tomate fresco hechas por Estados
Unidos (USDA, 2004).

El tomate es uno de los productos agricolas de consumo mas
generalizado en la cocina internacional, ya sea como componente principal o
para agregar sabor a platillos —fresco, cocinado, procesado, en salsas, purés,
pastas e incluso como jugo- lo cual le permite incorporarse en la alimentacion
de diversos paises y culturas. En el caso de México, a pesar de ser el tomate
una parte importante en la preparacion de platillos y salsas, su consumo per
capita en el ano 2001 fue de 14 Kg / ano. De la produccién total del afio 2002
(1.9 millones de toneladas) el 61.2% se destind al consumo nacional y el 38.8%
al mercado externo.

La superficie cultivada de tomate en México a inicios y mediados de los
noventa oscilé alrededor de 100 mil hectareas, disminuyendo a partir de 1998
para situarse en 67 mil hectareas durante los afios 2002 y 2003. A pesar de la

disminucion de la superficie cultivada, el nivel de producciéon no se vié afectado



debido al uso de tecnologias mas intensivas, asi en el afo de 1998 la
produccién total ascendi6 a 2.3 millones de toneladas con un rendimiento
promedio de 22.5 toneladas por hectarea, mientras que en el 2003 la
produccién alcanzada fue de 2.2 millones de toneladas con un rendimiento
promedio de 32 toneladas por hectarea (FAO, 2004).

De acuerdo a estimaciones de la FAO (2004), las pérdidas en
poscosecha debido a pudriciones, sobre maduracién, danos mecanicos, pérdida
de peso, son del 28.1% en frutas y del 42.2% para los vegetales. Debido a que
las pérdidas son cuantiosas y ejercen un impacto aln mayor si se considera
que dependiendo de la etapa del sistema del manejo en poscosecha, en donde
ocurra ésta, el producto ya se encuentra gravado con costos de produccion,
costos de cosecha, costos de preparacion para el mercado, costos de
almacenamiento, costos de transportacion y distribucién, etc.

Se tiene el conocimiento de que la senalizacion del estrés induce
resistencia a condiciones ambientales adversas y al ataque de patégenos,
situaciones a las que siempre se encuentran, a veces en grado extremo, los
productos cosechados. La resistencia sistémica inducida permite la adaptacion
de las plantas frente al estrés oxidativo, incluyendo la presencia de patdgenos,
que depende de un sistema de senalizacion por medio de los salicilatos y
posiblemente de los oligdmeros de la quitina. (Buchel et al., 1999; Knoester et
al., 1999).

Los principales mecanismos de proteccion contra el estrés oxidativo son
la activacién del sistema de las enzimas antioxidantes (catalasa, peroxidasa,

dehidroascorbato, glutation reductasa y glutation peroxidasa) y el consumo de



los compuestos antioxidantes hidrosolubles (glutation reducido y acido
ascorbico) y/o liposolubles (a-tocoferol, carotenoides, flavonoides, polifenoles y
otros).

Por lo tanto un incremento en los mecanismos de defensa puede ser
determinante frente al estrés oxidativo y en consecuencia en la tolerancia al
estrés.

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo son:

Objetivos:
a) Determinar el nivel de la actividad enzimatica antioxidante de la
peroxidasa y la catalasa en frutos de tomate mediante la aplicacién
exogena del quitosano, el acido salicilico y el acido benzéico, que se

sabe son senalizadores del estrés.

b) Establecer el momento de aplicacion de los sefializadores del estrés en

diferentes etapas del desarrollo del fruto de tomate.

Hipotesis:

El quitosano, el acido salicilico y el acido benzoico aplicados de manera
exogena incrementan los niveles de la actividad enzimatica de las enzimas
catalasa y peroxidasa para controlar los efectos causados por el estrés

oxidativo en los frutos de tomate.



REVISION DE LITERATURA
Senalizacion del estrés

Al proceso por medio del cudl las plantas perciben las senales de
factores ambientales estresantes y las trasmiten a la maquinaria celular para
activar respuestas adaptativas y de defensa se le llama transduccion de
sefales. Para que ocurra la transduccion de senales se requiere de la accion de
una via o cascada de senalizacién, es decir, de la transferencia de estimulos
desde la molécula receptora primaria, la que percibe el estimulo y se le llama
receptor, a través de un conjunto de moléculas llamadas senalizadores, cuya
funcion es transmitir la sefal por medio de un evento quimico como la
fosforilaciéon hasta las moléculas o0 genes que se encargan de la respuesta al
estimulo llamados efectores ( Benavides-Mendoza et al., 2002 ).

Las plantas, al igual que todos los seres vivos, aprovechan la naturaleza
reactiva del oxigeno para obtener la mayor energia de los nutrientes reducidos
que son oxidados hasta CO. y H>O durante la respiraciéon. Sin embargo, la
molécula de O, puede ser activada de distintas formas produciendo un radical
hidroxilo ( OH ) y su perdxido (O2), que es capaz de sustraerle electrones a
otras moléculas llevandolas a la oxidaciéon, ademas, puede formar en presencia
de hidrégeno el peréxido de hidrégeno (H-O.) que es el sustrato de enzimas de
oxido reduccion como la catalasa, peroxidasa, su peroxido dismutasa y glutation

reductasa que forman los antioxidantes enzimaticos (Noctor y Foyer, 1998).



En el entorno celular las especies activas del oxigeno (EAO) pueden
oxidar a compuestos quimicos tan importantes como las proteinas, los lipidos
de las membranas o el ADN, causando dafos importantes a la maquinaria
bioquimica (Benavides, 2002). Se ha observado que la exposicion a un estrés
moderado puede provocar un aumento en algunos de los compuestos y/o las
enzimas involucradas en los mecanismos de desintoxificacion (Foyer et al,

1997).

Quitosano

El quitosano es un oligosacarido de origen natural extraido por procesos
quimicos del caparazon de crustaceos. Que al aplicarlo directamente a los
tejidos de las planta, actia como sefalizador del estrés induciendo la
peroxidacion de lipidos y la produccion de EAO, causa el cierre de estomas,
promueve la activacidbn de defensa contra los patégenos y probablemente
contra el estrés abiodtico (Benavides, 2002). Ademas de controlar la liberacion
de antioxidantes, la transferencia de humedad entre el fruto y el medio
circundante, la velocidad de respiracion de los frutos y el oscurecimiento
enzimatico. Es considerado como un inhibidor potencial de hongos debido a su
capacidad de inducir enzimas de defensa y a su naturaleza catiénica, por lo que
se ha utilizado para recubrir frutas y hortalizas con el fin de inhibir el crecimiento
microbiano.

El quitosano es la forma desacetilada de la quitina, soluble en soluciones
acidas (Figura 2.1). Los factores principales que determinan la calidad del

quitosano son: el grado de desacetilacidn, entre mayor sea, mejor sera la



calidad y la viscosidad estandar, la cual va a reflejar el peso molecular.

(Gonzalez et al, 2001).
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Figura 2.1. Estructura quimica de la Quitina y el Quitosano

Acido Benzéico

Es considerado junto con el acido orto-cumarico como uno de los
precursores del acido salicilico en las plantas superiores a través de la via del
Shikimato-fenilpropanoides (Figura 2.2).

Se han propuesto dos caminos de sintesis del acido salicilico a partir de
la fenilalanina, la diferencia entre uno y otro se encuentra en el paso de la
hidroxilacién del anillo aromatico. En una reaccién catalizada por la enzima
fenilalanina-amonio-liasa (PAL) la fenilalanina es convertida en acido cinamico,
este ultimo es transformado en acido benzdico, el cudl es precursor del acido

salicilico (Raskin, 1992).



Acido Salicilico

El 4cido salicilico comenzé a sobresalir como una molécula sefalizadora
en plantas cuando se descubrié su papel como inductor de la termogénesis en
plantas de la familia Araceae (Raskin, 1992).

Aplicado en forma exdgena disminuye la susceptibilidad al dafo por
patégenos o estrés abidtico (Shiratsu et al., 1997). Es probable que actie como
un regulador sobre el balance de oxidacion/reduccién de las células vegetales e
inducir respuestas fisioldgicas, morfogénicas y adaptativas en las plantas
(Benavides, 2002), ademas de la actividad de la catalasa y otras enzimas que
controlan el nivel de las EAO (Raskin, 1992); asi como la oxidasa mitocondrial
(Murphy et al., 1999).

En base a estos resultados, el acido salicilico y sus derivados podrian

resultar herramientas Utiles para el manejo agronémico del estrés.
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Figura 2.2. Via propuesta de sintesis del acido salicilico en plantas a partir del &cido
benzoéico(Modificado de Raskin, 1992)



Caracteristicas del fruto de tomate
El fruto adulto del tomate esta constituido basicamente por el pericarpio,

el tejido placentario y las semillas (Figura 2.3).

Pericarpio

Semillas

Tejido placentario

Figura 2.3. Estructura anatémica del tomate.

El pericarpio lo componen la pared externa, las paredes radiales o septos
que separan los I6culos y la pared interna o columnela. Se origina de la pared
del ovario y consta de un exocarpo o piel, un mesocarpio parenquimatico con
haces vasculares y el endocarpio constituido por una capa unicelular que rodea
los léculos.

El mesocarpio de la pared externa esta compuesto principalmente por
células parenquimaticas, que son mayores en la region central y disminuyen
junto a la epidermis y los l6culos. Las células adultas son grandes, de paredes
delgadas y mantienen un alto grado de organizacién estructural, especialmente
de las mitocondrias, los cromoplastos y el reticulo endoplasmico. Los plastidios
contienen almidén vy tienen un sistema tilacoidal grana-intergrana. Las células

epidérmicas tienen menos almiddén que las células parenquimaticas.



La piel o exocarpo consta de la capa epidérmica externa, sin estomas y
practicamente sin almidén, y de dos a cuatro capas de células hipodérmicas de
pared gruesa con espesamientos de tipo parenquimatico. La epidermis esta
cubierta por una fina cuticula que se engrosa a medida que se desarrolla el
fruto. La zona cuticular de 4 a 10 um de espesor consta de dos regiones: una
capa de cutina que cubre las células epidérmicas y una capa cuticular (Wilson

et al, 1976).

Cambios fisiolégicos y bioquimicos durante la maduracion del fruto

Por su comportamiento respiratorio durante la maduracién, el tomate esta
clasificado como un fruto climatérico. Durante esta etapa se producen cambios
importantes en el color, la composicién, aroma, sabor y textura mediante un
proceso dirigido que comprende tanto procesos de sintesis como de
degradacién. Aunque durante la maduracién se produce una degradacion de la
pared celular y algunos componentes cloroplasticos se desintegran,

simultdneamente se produce la formacién de cromoplastos (Brady, 1987).

Estructura celular durante la maduracion del fruto

Durante la maduracién las modificaciones estructurales mas importantes
tienen lugar en la pared y los cloroplastos. La pared celular esta constituida por
fibrillas de celulosa impregnadas por una matriz de sustancias pécticas,
hemicelulosas y proteinas (Crookers et al, 1983). En la maduracion los cambios
en la pared celular inician en la lamina media, que se hace mas densa a los

electrones y, casi de forma simultanea, comienza la solubilizacién de la pared



celular por la accion de la enzima poligalacturonasa y la acumulacién de
pectinas solubles en agua.

Los cloroplastos pierden la clorofila y la estructura tipica de las tilacoides
desaparece, reemplazada por un sistema de membranas internas de aspecto
ondulado.

El pigmento rojo, licopeno, se acumula en asociacién con este sistema
de membranas interno a medida que se desarrolla el cromoplasto, y el B-
caroteno, que tiene una solubilidad diferente, se acumula en glébulos lipidicos.

A medida que avanza la maduracién se presenta degradacién de la
pared celular; por lo que el fruto muy maduro tiene las paredes fragiles. Esto
produce una textura blanda y jugosa, que hace al tejido del fruto susceptible al

dafno mecanico y a la penetracion de organismos patdégenos.

Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los
seres vivos. Son catalizadores excelentes, mas eficaces y especificos que
muchos otros compuestos quimicos; dirigen y regulan miles de reacciones
celulares al mantener la transformacién de la energia, la sintesis y la
degradacion metabdlica. Sin ellas, no se llevarian a cabo la mayoria de las
reacciones celulares. Cada enzima cataliza un solo tipo de reaccion y casi

siempre actua sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos.



Catalasa

La enzima catalasa (CAT) cataliza la dismutaciéon del peroxido de
hidrégeno (H20.) en agua (H20) y oxigeno (O). Es importante en la remocién
del peroxido de hidrogeno generado durante el ciclo de glicoxilato en la
fotorrespiracion, la B-oxidacion de lipidos en los peroxisomas y el catabolismo
de las purinas. La catalasa tiene un papel predominante en los mecanismos de

detoxificacion de EAO (Redinbaugh, et al, 1988).

Peroxidasa

Las enzimas peroxidasas (PX) se localizan en el citoplasma, las vacuolas
y la pared celular; y en menor cantidad en el tonoplasto, la plasmalema, las
mitocondrias y las microsomas. Las peroxidasas intervienen en el catabolismo
de las hormonas, la oxidacién de fenoles, el entrecruzamiento de los
polisacaridos y las proteinas de la pared celular, la polimerizacion de la lignina,
la maduracién de las frutas y la defensa contra patégenos.

Ademas durante la maduracién de frutos y particularmente durante el
climaterio, se ha encontrado que la actividad de las peroxidasas se incrementa
junto con otras enzimas, como la poligalacturonasa y las celulasas, las cuales
se asocian con el proceso de maduracién (Robinson, 1991). Las enzimas de
oxido reduccién desencadenan la transduccién de sefales por medio de la

fosforilacién.
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RESUMEN
En forma exdgena se aplicaron los inductores de tolerancia quitosano al

0.1%, acido salicilico 0.1 mM y &cido benzbéico 0.1 mM en frutos de tomate sin
aplicarlos en las hojas y tallos de la planta. Los compuestos inductores se
aplicaron mediante aspersion a los racimos fructificados en alguna de las
siguientes etapas: amarre, llenado y etapa 3 de la maduracion del fruto.

La actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa se
determiné en la etapa 4 de maduracion, encontrandose aumento en la actividad
de ambas enzimas al aplicar los inductores en ciertas etapas del crecimiento del
fruto. El quitosano aplicado en el llenado de fruto, y el acido salicilico durante el
amarre incrementaron la actividad de catalasa. La actividad de peroxidasa



aumentoé significativamente al aplicar quitosano en el amarre y llenado de fruto
encontrando un efecto menor para el acido salicilico. El acido benzdico no
modificé la actividad de catalasa o peroxidasa.

Palabras Clave: antioxidante, catalasa, peroxidasa, acido benzdico, acido
salicilico, quitosano.

SUMMARY

The elicitor compounds chitosan 0.1%, salicylic acid 0.1 mM and benzoic
acid 0.1 mM were sprayed on tomato fruits without applying them in the leaves
and stems of the plant. The elicitors were sprayed at one of the following
stages: fruit set, fruit growth and phase 3 of fruit ripening. The activity of the
antioxidant enzymes catalase and peroxidase was determined in the phase 4 of
fruit ripening, being found an increase in the activity of both enzymes upon
applying the elicitors in certain stages of the fruit development. The chitosan
applied during the growth of the fruit, and the salicylic acid applied during the
fruit set increased the activity of catalase. The peroxidase activity increased
significantly upon applying chitosan during fruit set and growth of the fruit,
finding a smaller effect for the salicylic acid. Benzoic acid did not modify the
peroxidase or catalase activity.

Key words: antioxidant, catalase, peroxidase, benzoic acid, salicylic acid,
chitosan

INTRODUCCION

La adaptacién de las plantas a diversos tipos de estrés depende de un
complejo sistema de senalizacion celular en donde intervienen las especies
activas de oxigeno (EAO), los salicilatos y los oligdémeros de quitina y celulosa
(Foyer et al., 1997; Buchel et al., 1999; Knoester et al., 1999; Wojtaszek, 1997).
La presencia de estos compuestos inductores activa los sistemas de
antioxidantes y defensa celular contra el estrés abidtico y bidtico (Lopez-
Delgado, 1998; Pastori y Foyer, 2002), ademas de cumplir algunas funciones de
regulacién del desarrollo (Raskin, 1992) y de la maduracion del fruto de tomate
(Jiménez et al., 2002).



El quitosano (poli-N-acetil-D-glucosamina), preparado comercialmente
por la desacetilacion alcalina de la quitina, parece actuar como inductor de
tolerancia al estrés al aplicarlo directamente a los tejidos de la planta,
desencadenando una reaccion hipersensible y de lignificacion (Maksimov et al,
2003), induciendo la peroxidacién de lipidos, la produccién de EAOQ, el cierre de
estomas y promoviendo la activacion de defensas contra los patégenos (Lee et
al., 1999; Ortega-Ortiz et al., 2003).

El acido salicilico aplicado en forma exdgena disminuye la susceptibilidad
al dano por patdgenos o estrés abiodtico (Shirasu et al,, 1997) y aumenta la
tolerancia del fruto al dano por frio (Ding et al., 2002) extendiendo asimismo la
vida de almacenamiento (Srivastava y Dwivedi, 2000). Al parecer actia como
un regulador sobre el balance de oxidacién/reduccién de las células vegetales,
induciendo respuestas fisiologicas, morfogénicas y adaptativas en las plantas
(Pastori y Foyer, 2002). Ademas, participa en la actividad de las catalasas y
otras enzimas que controlan el nivel de las EAO (Raskin, 1992) y la oxidasa
mitocondrial (Murphy et al., 1999).

El 4cido benzbico es otro salicilato que aplicado en plantas superiores
modifica el crecimiento, la tolerancia al estrés y la anatomia y morfologia de
especies comestibles y ornamentales’.

La catalasa (CAT) es una enzima relacionada con el control celular de los
niveles de EAO. Cataliza la dismutacion del peréxido de hidrogeno en agua y
oxigeno (Redinbaugh, et al, 1988).

Las peroxidasas (PX) intervienen en el catabolismo de hormonas, la
oxidacién de fenoles, el entrecruzamiento de los polisacaridos y de las
proteinas de la pared celular, la polimerizacion de la lignina, la maduracion de
frutos y la defensa contra patégenos. Durante la maduracion de frutos y
particularmente durante el climaterio, se ha encontrado que la actividad de las

' Garcia-Magallén, E., A. Rojas-Duarte, A. Benavides-Mendoza, Francisca Ramirez-Godina,
Leobardo Baruelos-Herrera. Aplicacion del acido benzoico en forma foliar al cultivo de Lilium cv.
Dreamland. Memoria del XIX Congreso Nacional de Fitogenética. Saltillo, Coah., 1 al 5 de
septiembre del 2002. p. 72. ISBN 968-839-314-2.



peroxidasas se incrementa junto con la poligalacturonasa y las celulasas
(Robinson, 1991).

Aunque existen diferentes estudios del efecto del quitosano y los
salicilatos sobre las respuestas de los tejidos vegetativos de las plantas, se
tiene menos informacion acerca de la respuesta de los tejidos reproductivos, en
particular los frutos. Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar el nivel
de la actividad enzimatica de la peroxidasa y la catalasa inducida mediante la
aplicacion exdgena de quitosano, acido salicilico y acido benzdico en frutos de
tomate.

MATERIALES Y METODOS
Este trabajo fue realizado en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio

Narro ubicada en Coahuila, México, cuyas coordenadas geograficas son: 25°
22’ latitud norte, 101° 00’ longitud oeste y altitud de 1760 msnm.

Se emplearon plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) de la
variedad “Rio Grande” de la empresa Petoseed. Las semillas fueron sembradas
el 12 de mayo de 2003 en una charola de poliestireno de 200 cavidades,
utilizando turba canadiense TBK. La charola fue colocada en una cama flotante
con solucién nutritiva Douglas (Douglas, 1976). El 14 de junio las plantulas
fueron trasplantadas a macetas de polietileno de color negro de 20 litros
utilizando turba canadiense PROMIX BX como sustrato. Las macetas fueron
establecidas en un invernadero de tipo colombiano con ventilacion pasiva,
utilizando la técnica de cultivo hidropdnico propuesto por Bentley (1974). Se
aplicé un litro de solucién Douglas por maceta por dia hasta el inicio de la
floracion, 40 dias después del trasplante, cambiando a dos litros por dia durante
la floracion y amarre del fruto, 65 dias después del trasplante, y tres litros por
dia durante el llenado del fruto y la cosecha que inici6 a los 85 dias después del
trasplante.

Los tratamientos aplicados fueron quitosano de la marca Carbomar con
un peso molecular de 650,000 gr mol, con un grado de desacetilacion del 86% a
una concentracién del 0.1% en acido acético al 1%, acido salicilico 0.1 mM y
acido benzoico 0.1 mM. Los compuestos inductores de tolerancia fueron
aplicados mediante aspersion en tres etapas de desarrollo. En algunos racimos



los tratamientos se aplicaron solamente en el amarre de los frutos, en otros
racimos la aplicacion fue durante el llenado del fruto, mientras que en otros fue
en la etapa 3 de la maduracién. Se define la etapa 3 cuando mas del 10% pero
menos del 30% de la superficie del fruto presenta un cambio de color verde a
amarillo oscuro, rosa, rojo o una combinacion de colores (Cantwell, 2002).
Todos los frutos tratados fueron cosechados al llegar a la etapa 4 de la
maduracion, cuando del 30% al 60% de la superficie mostrd color rosa o rojo.
En dicha etapa se esperan los valores mas altos de actividad de enzimas
antioxidantes (Andrews et al.,, 2004). Los frutos fueron cortados durante las
primeras horas de la mafiana para realizar la extraccién y cuantificacion de la

actividad enziméatica de la catalasa y la peroxidasa.

Extraccion y determinacion de la actividad enzimatica

Catalasa

La extraccion de la catalasa se hizo a partir de 0.5 g de pulpa de tomate
sin cascara en 5 ml de buffer fosfatos 100 mM de pH 7.0, 50 mg de
polivinilpirrolidona en un mortero previamente enfriado a 4°C. La mezcla se
centrifugo a 11,000 rpm por 11 minutos a 4°C. En el sobrenadante se obtuvo la
enzima (Masia, 1998).

Para la determinacién de la actividad enzimatica de la catalasa se
prepararon 5 ml de la mezcla de reaccién en un tubo de ensaye que contenia:
300uM de buffer fosfatos 100 mM pH 6.8, 100uM de HxO. y 1 ml del
sobrenadante con la enzima diluido 1:20.

La mezcla de reaccion se incubo por un minuto a 25°C, la reaccion fue
detenida al agregar 10 ml de HoSOq4 al 2% (v/ v). El H2O» residual se titulo con
una solucién de KMnQ,4, 0.2 M hasta obtener un color purpura débil que
persistio al menos 15 segundos. Una unidad de catalasa se define como la

cantidad de enzima que descompone 1 uM de H>O, por minuto a 25°C.



Peroxidasa

Se homogenizaron 0.5 gr de pulpa de tomate sin cascara con 5 ml de
buffer fosfatos 100 mM a pH 6.8, en un mortero previamente enfriado a 4°C. La
mezcla se centrifugdé a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante que
contiene la enzima peroxidasa se decanta y se diluye 1:20.

La actividad enzimatica se determiné con 125 uM de buffer fosfatos
100mM a pH 6.8, 50 uM de pirogalol, 50 uM de H.O. y 1 ml de extracto de
enzima diluido 1:20.

La mezcla de reaccién se incubé por 1 minuto a 25°C, después se
anadieron 0.5 ml de H,SO, al 5% (v/v) para detener la reaccién. La
concentracion de purpurogalina formada se mide a una absorbancia a 445 nm.
Una unidad de peroxidasa es igual a 0.1 de absorbancia (Kar y Mishra, 1976).

Para la cuantificaciéon de la actividad enzimatica se utilizd un disefno
experimental 4 X 3 completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento,
siendo la unidad experimental el extracto de la pulpa de tres tomates. Los
resultados de las variables determinadas se analizaron estadisticamente por
medio de un andlisis de varianza (a = 0.01), utilizando el programa estadistico
SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad de la catalasa en el fruto de tomate
Los resultados del andlisis de varianza marcaron diferencias

significativas para la interaccion tratamientos*etapa de aplicacion (p<0.05).
Efectivamente, en la Figura 1 se aprecia que los inductores de tolerancia
ejercieron diferente efecto de acuerdo a la etapa en que fueron aplicados. Fue
notable el aumento en la actividad de catalasa en el fruto de tomate cuando se
aplicé quitosano durante el llenado o acido salicilico durante el amarre. Lo
contrario ocurrid cuando los mencionados compuestos fueron aplicados en la
etapa 3 de la maduracién.

El acido salicilico, y posiblemente el benzoico, se unen de manera

especifica a las enzimas que contienen hierro como las catalasas, aconitasas y



peroxidasas (Ruffer et al., 1995). Dicha unién cambia positiva 0 negativamente
la actividad de las enzimas modificando rapidamente la tolerancia de las plantas
o de los tejidos al estrés oxidativo (Willekens et al,, 1997). Sin embargo, los
resultados de estos estudios no explican como pudo modificada la actividad de
la catalasa, en la etapa 4 de la maduracion, por los inductores de tolerancia
aplicados en las etapas previas del desarrollo.

Se sabe que la aplicacién de los inductores de tolerancia modifica el
metabolismo y la expresion génica diferencial. Estos cambios a su vez regulan
a largo plazo el desarrollo de los tejidos (Pastori y Foyer, 2002). Dicho efecto
fue observado al aplicar acido salicilico y acido benzoico en semillas sin
germinar, resultando plantulas mas tolerantes a la baja temperatura (Benavides-
Mendoza et al., 2004) y a la salinidad?, a pesar de no recibir directamente algin
tratamiento. En nuestro estudio se observd que la aplicacion de quitosano o
acido salicilico antes de cosechar el fruto cambié la actividad de catalasa de los
frutos durante la etapa 4 de la maduracion. Puede suponerse que este efecto
fue consecuencia de la activacion de algunos genes relacionados con la
defensa celular contra el estrés (Ding et al., 2002).

El aumento en el nivel de catalasa se relaciona con una mayor tolerancia
al dafno oxidativo por frio (Lafuente et al., 2004). La aplicacion exdgena de
quitosano aument6 la tolerancia a los patégenos en frutos de aguacate no
maduros (Salvador et al., 1999) pero aplicado en frutos de tomate maduros
disminuyé la firmeza de los mismos®; estas respuestas aparentemente opuestas
tal vez obedezcan a que algunas respuestas enzimaticas, como la de la
catalasa, sigan un patrén particular de acuerdo a la etapa de aplicacion de los
compuestos inductores.

? Santiago Guillén, A.R. 2002. Efecto del Acido Salicilico y Acido Benzoico en la Germinacion y
Biomasa de Betabel y Lechuga en Medio Salino. Tesis Ingeniero Agrénomo en Horticultura,
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

® Vasquez Santiago, C. 2003. Uso de Compuestos Senalizadores del Estrés para Modificar la
Vida Postcosecha del Tomate (Lycopersicon esculentum). Tesis Ingeniero en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.



Actividad de la peroxidasa en el fruto de tomate
Los resultados de los analisis de varianza para el factor inductores de

tolerancia y el factor etapa de aplicacién marcaron diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0.01) asi como para la interaccion tratamientos *
etapa de aplicacion (p<0.01). Al igual que en la catalasa se observd que los
inductores de tolerancia ejercieron diferente efecto sobre la actividad de
peroxidasa de acuerdo a la etapa en que fueron aplicados (Figura 2), aunque
en este caso el quitosano fue el compuesto que indujo mayores diferencias
frente al testigo.

La actividad peroxidasa de la planta parece estar bajo un control estricto
que depende de la etapa del desarrollo y de los estimulos ambientales (Gadea
et al., 1999). Sala (1998) y Rivera (2001) reportaron que la actividad de la
peroxidasa aumenté al aplicar alta temperatura como inductor de tolerancia al
estrés en frutos de mandarina y limoén persa, respectivamente. Edreva et al
(1993) concluyeron que existe una estrecha relacién entre los altos niveles de
peroxidasa en los tejidos y la tolerancia a la baja temperatura en el trigo. Por
otra parte, la activacion de la peroxidasa esta correlacionada con las respuestas
de defensa del fruto en presencia de patégenos (Maksimov et al 2003). Una
actividad mayor de la peroxidasa en los tratamientos con quitosano parece
indicar la efectividad de este compuesto como inductor de los sistemas
antioxidantes de la planta (Simontacchi et al, 2000).

Los tratamientos en los que se aplicé acido benzoico no mostraron
diferencias significativas con el testigo. Mientras que los tratamientos a los
cuales se les aplico acido salicilico presentaron niveles de actividad superior al
acido benzoico, sobre todo en las etapas de amarre y cosecha de fruto.
Demostrando la gran capacidad que tiene el acido salicilico de inducir

respuestas fisioldgicas y adaptativas en las plantas (Benavides, 2002).



CONCLUSION

La aplicacion exégena de los inductores de tolerancia quitosano y acido
salicilico, en distintas etapas del desarrollo del fruto, aumentd notablemente el
nivel de la actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa en el tejido de frutos.
Los valores mas altos de activacion de la actividad enzimatica antioxidante de
catalasa y peroxidasa se obtuvieron al tratar los frutos con quitosano al 0.1% en
la etapa de llenado de fruto. El acido salicilico aplicado en la etapa de amarre

de fruto incremento la actividad de la enzima catalasa.
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Figura 1. Respuesta de la actividad enzimatica de la catalasa en frutos de tomate tratados con

sefalizadores de estrés: quitosano al 0.1 %, acido salicilico 0.1 mM y &cido benzoico 0.1 mM.
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CONCLUSION GENERAL

Se determino que el quitosano al 0.1porciento y el acido salicilico en
concentracion 0.1 mM incrementaron notablemente el nivel de la actividad de

las enzimas catalasa y peroxidasa.

En cuanto a la etapa de aplicacién en fruto, se encontré que los niveles
de mayor actividad enzimatica se presentaron en aquellos frutos tratados en la

etapa de llenado de fruto con quitosano al 0.1 porciento.

Los resultados obtenidos pueden dar una idea de la importante area de
oportunidad que se tiene para desarrollar nueva tecnologia para la produccion
agricola que prevenga o disminuya los efectos del estrés oxidativo en frutos a
partir del conocimiento que existe sobre los inductores de tolerancia y su efecto
en el metabolismo de las plantas con lo cual se espera preservar durante

mayor tiempo las caracteristicas de calidad de los productos cosechados.
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