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RESUMEN

Los isotiocianatos (ITC) son compuestos azufrados con diversas
propiedades bioldgicas, como antibacteriana, antimicotica y anticancerigena,
entre otras. Asimismo, se ha reportado que la aplicacion de estos compuestos
puede disminuir la produccion de etileno en frutos; sin embargo, se desconoce
el mecanismo mediante el cual reducen la produccion de etileno. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de los isotiocianatos en ciertos metabolitos y
enzimas del ciclo de Yang mediante la determinacién en la produccion de
etileno, actividad enzimatica y concentracion de metabolitos utilizando el fruto
de tomate como modelo de estudio. Los tomates en estado de desarrollo rosa
se trataron con alil-isotiocianato (AITC) y bencil-isotiocianato (BITC), a cinco
concentraciones (0, 0.1, 0.5, 1 y 2 mM), y 4 tiempos de exposicién (0, 6, 12y 24
horas). Se seleccionaron los tratamientos de AITC 0.5 mM con 6 y 12 horas (h)
de exposicion para determinar los niveles de metionina, S-adenosilmetionina
(SAM), 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa (ACCs), contenido del acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), 1-aminociclopropano-1-carboxilato
oxidasa (ACCo) y produccion de etileno. Los resultados indican que los tomates
expuestos al AITC 0.5 mM por 6, 12 y 24 h, presentaron porcentajes de
reduccion en la produccion de etileno de 52.5, 69.9 y 72.87%, respectivamente,
con respecto al testigo. La exposicion de tomate al AITC 0.5 mM por6y 12 h
tuvo un efecto significativo en los metabolitos Metionina, SAM y ACC, asi como
en el nivel de actividad enzimatica ACC sintasa y ACC oxidasa, y en la
produccion de etileno. La exposicion de los frutos por 12 h provocé una mayor
disminucién en el contenido de los metabolitos y en los niveles de las enzimas
evaluadas, observandose porcentajes de disminucion de 54.57, 14.49, 65.94,
76.38, 92 y 64%, para Metionina, SAM, ACC sintasa, ACC, ACC oxidasa y
etileno, respectivamente. El nivel de la enzima ACC oxidasa en tomate
expuesto al AITC por 12 h, presentd el mayor porcentaje de disminucion (92%)
con respecto al testigo. Se concluye que el AITC a una concentracién de 0.5

mM y expuesto por 6 y 12 h reduce la actividad del ciclo de Yang y
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consecuentemente la produccion de etileno mediante la reduccion en el
contenido de los metabolitos Metionina, S-adenosilmetionina, acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico e inhibicion en la actividad de las enzimas 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintasa y 1-aminociclopropano-1-carboxilato

oxidasa.

Palabras clave: Tomate, alil-isotiocianato, bencil-isotiocianato, ciclo de Yang,
Metionina, S-adenosilmetionina, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintasa, 1-aminociclopropano-1-carboxilato

oxidasa, etileno.
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ABSTRACT

Isothiocyanates (ITC) are sulfur compounds with diverse biological
properties, such as antibacterial, antifungal and anticancer, among others. It has
also been reported that the application of these compounds can reduce the
production of ethylene in fruit, but the mechanism that reduces ethylene
production is still largely unknown. The objective of this study was to evaluate
the effect of the isothiocyanates on certain metabolites and enzymes of the
Yang cycle by determining the production of ethylene, enzyme activity, and
metabolite concentration using tomato fruit as a study model. Tomato in pink
ripening state was treated with allyl isothiocyanate (AITC) and benzyl
isothiocyanate (BITC), at five different concentrations (0, 0.1, 0.5, 1 and 2 mM),
during (0, 6, 12 and 24 hours). AITC 0.5 mM treatments was selected with 6 and
12 hours (h) of exposure time to determine the content of methionine, S-
adenosyl-methionine (SAM), 1- aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC),
and the activity levels of 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase (ACC), 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase, and ethylene production. The results
indicate the isothiocyanates inhibited the ethylene production in tomato. Fruits
exposed to AITC 0.5 mM for 6, 12 and 24 h, showed percentages of reduction in
ethylene production of 52.5, 69.9 and 72.87 %, respectively, compared with the
control. AITC 0.5 mM treatment for 6 and 12 h showed a significant effect on
methionine, SAM and ACC metabolites, as well as on the enzymatic activity of
ACC synthase and ACC oxidase enzymes, and the production of ethylene.
Exposure for 12 h induced a inhibition percentage of 54.57, 14.49, 65.94, 76.38,
92 and 64 % for methionine, SAM, ACC synthase, ACC, ACC oxidase and
ethylene production, respectively. The level of the enzyme ACC oxidase in
tomato exposed to AITC for 12 h, had the highest percentage decrease (92%)
compared with the control. We conclude that the AITC at a concentration of 0.5

mM and exposed for 6 and 12 h reduces the activity of the Yang cycle and
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consequently the production of ethylene by decreasing the content of the
metabolites methionine, S-adenosyl-methionine, 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid and inhibiting the activity of the enzymes 1-aminocyclopropane -
1-carboxylate synthase, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase.

Keywords: Tomato, allyl isothiocyanate, benzyl isothiocyanate, Yang cycle,
Methionine, S—adenosyl-methionine, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, 1 -
aminocyclopropane-1-carboxylate synthase, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic

acid oxidase, ethylene.
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1. INTRODUCCION

El tomate es un cultivo de gran importancia comercial para México y
muchos otros paises (FAO, 2010). Es un producto perecedero, que después de
alcanzar el estado maduro firme, la vida de anaquel es generalmente de 8 a 10
dias si se aplica una temperatura dentro del intervalo recomendado (7-10°C)
(Davis, 2013). Sin embargo, las pérdidas después de la cosecha son
considerables, incluso superiores al 30% (Keller et al., 2013). Las principales
causas de deterioro incluyen pudriciones, dafios mecanicos, sobremaduraciéon y
marchitamiento (Davis, 2013). Para minimizar estas pérdidas y garantizar la
calidad de los frutos durante el transporte y comercializacién se han empleado
inhibidores de desarrollo microbiano, de la accién del etileno o de la sintesis de

etileno.

El etileno es una hormona vegetal que regula la maduracién en diversos
frutos. Es sintetizado a partir de metionina en tres pasos: (1) conversion de
metionia a S-adenosilmetionina (SAM) catalizada por la enzima SAM sintetasa,
(2) formacion del acido 1-aminociclopropano carboxilico (ACC) a partir de SAM y
catalizada por la enzima 1-aminociclopropano carboxilato sintetasa (ACCs), y (3)
la conversion del ACC a etileno, catalizada por la 1-aminociclopropano
carboxilato oxidasa (ACCo) (Barry y Giovannoni, 2007; Gupta et al., 2013). El
etileno juega un papel muy importante en el tomate debido a que por ser un fruto
climatérico, éste sigue madurando una vez que ha sido cosechado, lo que
impacta directamente en su vida postcosecha (Jiang et al., 2011). Es por ello
que se han realizado diversos estudios para regular la produccion de etileno,
entre los cuales destacan: el uso de dinitrofenol, iones de cobalto (Lau y Yang,
1976; Yu et al., 1980), 1-metilciclopropeno, 3,3-dimetilciclopropano (Dominguezy
Vendrell, 1993)



2,4-dinitrofenol (Yu et al., 1980) y los compuestos que reaccionan con los
grupos —SH de proteinas, entre los que se encuentran los isotiocianatos (Patil y
Tang, 1974; Plich, 1993).

Los isotiocianatos son compuestos producidos por las Brassicas,
obtenidos por la hidrolisis de un glucosinolato y la accion de la enzima
mirosinasa (Troncoso y Tiznado, 2013). Son considerados como los
antimicrobianos mas potentes y biocidas de amplio espectro; ademas son

biodegradables e inocuos para la salud humana (Delaquis y Mazza, 1995).

Estudios previos realizados por Troncoso et al., (2005), evaluaron el
efecto del bencil ITC en la produccion de etileno y la actividad de la ACCo en
frutos de tomate inoculados con Alternaria alternata. Los autores reportaron que
ademas del efecto antimicotico se observd que el BITC aplicado a una
concentracion de 0.56 mg/mL (5.64 mM) durante 36 horas, redujo
significativamente la produccion de etileno. Ademas, en estudios realizados en el
laboratorio, se observo que la aplicacion de alil ITC a frutos de tomate, también
redujo significativamente la produccién de etileno y hubo una inhibicién total en
los niveles de actividad de la ACC oxidasa (Troncoso, 2005). Asimismo, Patil y
Tang (1974), reportaron que la aplicacion de 0.046 mM de bencil isotiocianato a
papaya causa una inhibicién del 60% en la produccién de etileno de los frutos.
Estos estudios sugieren la posible participaciéon de los isotiocianatos en la
inhibicidn de la sintesis de etileno. Sin embargo, aun se desconoce como actuan

y su posible interaccidén con los componentes de la ruta biosintética del etileno.

En estudios realizados con proteinas de origen animal, se propuso que
los ITCs pueden reaccionar con los grupos sulfhidrilo, amino o puentes disulfuro
de las proteinas que se encuentran en los grupos laterales de los aminoacidos
cisteina y lisina (Nakamura et al., 2009). En frutos, estos dos aminoacidos
forman parte del sitio activo de las enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa, las
cuales participan en la sintesis de etileno, por lo que es posible que los ITCs
interactuen con esas enzimas inhibiendo su sintesis. En este contexto el objetivo

de este estudio fue evaluar el efecto de los isotiocianatos en la produccion de

2



etileno en frutos de tomate y en los diferentes componentes de la ruta

biosintética de esta fitohormona.



2. ANTECEDENTES

2.1. El Tomate

El tomate es nativo del oeste de América del sur, especificamente en el
arido desierto costero de Peru (Fatima et al.,, 2008), con la llegada de los
espanoles se expandi6 al viejo continente y de ahi a todo el mundo. El tomate es
uno de los vegetales mas consumidos y ampliamente cultivados en el mundo.
Pertenece a la familia de las solanaceas y el fruto es una baya. Con su
comercializaciéon y difusion lograda, actualmente forma parte de la dieta

alimenticia de varias culturas en todo el mundo (Perera, 2000).

2.1.1. Produccion

El principal productor de tomate a nivel mundial en el 2011 fue China con
una participacion del 30.4%, mientras que México ocupd el onceavo lugar
(Figura 1) con un 2% de participacién en la produccion (SAGARPA, 2012).



Participacion de la produccion mundial
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Figura 1: Produccion mundial de tomate (SAGARPA, 2012).

Sin embargo, en el 2011 México ocup6 el primer lugar en exportacién de
tomate, siendo Estados Unidos de América el principal importador (SAGARPA,
2012). La produccion nacional de tomate en el 2012, fue de 2727,691 millones
de toneladas (SAGARPA, 2013); siendo Sinaloa el principal estado productor,
cuya produccion representé el 35% del total nacional (SAGARPA, 2010). El
cultivo de tomate se distribuye a todo lo largo del territorio nacional; sin embargo,

la zona productora de mayor importancia es la noroeste.

2.1.2. Calidad Postcosecha

El término calidad tiene diversas definiciones y es un concepto muy
subjetivo y dificil de definir. En productos hortofruticolas la calidad esta dada por
una combinacion de caracteristicas, atributos y/o propiedades que le
proporcionan un valor como alimento para humanos. El significado de la palabra
calidad varia dependiendo del tipo de persona, por ejemplo, para los productores

la calidad implica que el producto posea buena apariencia y pocos defectos



visuales; para distribuidores e intermediarios significa que el alimento mantenga
buena apariencia, sea firme y que tenga larga vida de anaquel. Finalmente, los
consumidores ven la calidad como una cuestion de buen aspecto, firmeza, sabor
y valor nutritivo. La mayor parte de ellos compran con base en la apariencia y

tacto, su satisfaccién depende de la calidad comestible (Kader, 2002).

La calidad total en un tomate fresco para satisfacer el punto de vista tanto
de productores, distribuidores y consumidores, se determina por su calidad
externa y su calidad interna. Sin embargo, en este trabajo solo se enfocara en la
calidad externa.

2.1.2.1. Calidad Externa. La calidad externa se determina por todas aquellas
caracteristicas que son perceptibles por la vista y el tacto, como son el color,

textura, tamafo, forma y presencia/ausencia de dafios.

2.1.2.1.1. Color. El color y la decoloracion de muchos alimentos son importantes
atributos de calidad en el mercado. Al madurar el tomate presenta un tipico color
rojo que aunque no refleja necesariamente un valor nutricional, el consumidor
basado en sus experiencias lo asocia con buen sabor (Pomeranz y Meloan,
1978).

El color representa un buen control en la calidad de los frutos, y es un
aspecto de calidad tan importante para la fruta que la mayoria de los estandares
de calidad especifican la cantidad e intensidad de un color caracteristico

requerido para alcanzar un grado especifico.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus
siglas en inglés) ha realizado una clasificacion y estandarizacion de color en los
tomates (Cuadro 1), los cuales se asocian con el estado de madurez y la calidad
que poseen, facilitando de esta manera el entendimiento sobre las bases en que

deben cosecharse y comercializarse (USDA, 2012).



Tanto las normas de los Estados Unidos de Norteamérica como las asociaciones

de Meéxico establecen, segun las circunstancias, los requisitos que el fruto

debera cumplir tanto para el mercado de exportacion como el nacional.

Cuadro 1. Clasificacion del color en tomate (USDA, 2012).

Grado de

Madurez

Color

Descripcion

@
€

r <7,
&%

1

Verde /Green

La cascara del tomate esta completamente verde. El
color verde puede variar de claro a oscuro.

Existe un cambio del color verde hacia colores

2 Quebrandof amarillo, rosado o rojo en no mas del 10% de la
Breaker .
superficie del fruto.
Ravado/ Entre el 10 y el 30% de la superficie del fruto
3 y muestra un cambio definido del color verde hasta

Turning , .
’&@ amarillo, rosado o rojo, o una mezcla de ellos.
. 0 - "
4 Rosa/ Pink Entre el 30 y e] 60% de la superficie del tomate tiene
color rosa o rojo.

Rojo claro/ | Entre el 60 y el 90% de la superficie del tomate
Light Red muestra colores rosados o rojo

@
&=

Mas del 90% de la superficie del tomate tiene color

6 Rojo/ Red .
rojo.

2.1.2.1.2. Textura. La textura de los cultivos hortofruticolas es uno de los
componentes criticos para la percepcion del consumidor de la calidad del fruto
de tomate. La textura depende de la turgencia, cohesién, forma y tamano de las
células, asi como del tamafio del fruto, la dureza del pericarpio, la firmeza del
tejido y la relacion existente entre la pared radial del pericarpio y el material
locular interno. La proporcién de este tipo de tejidos influencia la propensién
hacia la firmeza o ablandamiento del fruto (Al-Falluji et al., 1982; Chaib et al.,
2007).

Durante la maduracion normal del tomate el ablandamiento del tejido del

pericarpio es la principal causa en la pérdida de textura y calidad. El




ablandamiento del tejido se atribuye a la disolucion del material intercelular de la
pared (Chaib et al., 2007).

La firmeza de la pulpa (pericarpio) es una variable de textura utilizada
como indice de madurez para los frutos, y es de gran importancia ya que se
puede considerar como un criterio y a la vez como un componente de calidad.
La firmeza de los frutos cambia porque durante la maduraciéon y senescencia
ocurre una disolucion de la lamina media, provocando una disminucion en la
adhesion intercelular, depolimerizacion y solubilizacién de polisacaridos
hemicelul6sicos y pectinas de la pared celular, afectando la permeabilidad de las
membranas y causando una modificacion en paredes celulares (Brummel vy
Harpster, 2001; Salveit, 2005).

Un ablandamiento suficiente es necesario para hacer comestible a un
fruto, asi como para liberar su contenido celular durante la masticacién y permitir
la percepcidn de su aroma y sabor; sin embargo, una buena firmeza (sin ser
duro) es requerida para la distribucion de los frutos de la cosecha hasta el
consumidor (Frenkel y Jen, 1989; Abbott, 2004).

2.1.2.1.3. Tamano. Los frutos de tomate continian creciendo aun después de
llegar a su madurez fisioldgica. Se ha determinado que su tamafo puede
incrementar apreciablemente justo antes de dar el primer cambio en color, es
decir, al pasar del estado verde maduro al estado en que inicia el cambio de
color. El tamano del fruto guarda una correlacién positiva con la madurez

comercial y la calidad (Davis y Gardner, 1994).

En el mercado internacional el tamafo del tomate es importante. Existen
estandares de calidad que clasifican al fruto con base en el tamafo. El USDA
utiliza tamafos que varian de 45-90 mm de diametro y con base en lo anterior
los clasifica en pequefios, medianos, grandes y extragrandes, siendo este el

indice de su precio en el mercado (Sargent y Moretti, 2002).



2.1.2.1.4. Forma. La forma de la fruta puede contribuir en la calidad de ésta al
apegarse a las normas de preferencia estéticas por parte del consumidor y al
disefio de empaques. La forma del tomate se expresa basandose en la
proporcion del diametro ecuatorial y longitudinal de la fruta.

La forma no tiene un efecto directo en la calidad sensorial; sin embargo, la
proporcion existente entre el material locular interno y de la pared del fruto (que
frecuentemente se refleja en la forma) tiene un efecto en la calidad sensorial de
acuerdo a la proporcion en que se encuentre cada uno de estos tejidos, pues
son de composicion muy diferente. Un tomate con forma irregular generalmente

se asocia con las estructuras multiloculares (French y Jen, 1989).

2.1.2.1.5. Daihos. Los dafos pueden ser de tipo mecanico, fisiologico y/o
microbiolégico. Los de tipo mecanico son originados generalmente por manejo
inadecuado durante o después de la cosecha. Estos se manifiestan como
fisuras, magulladuras, hoyos, entre otros. Los de tipo fisioloégico o anormalidades
metabodlicas son ocasionados por altas o bajas temperaturas durante el
almacenamiento, concentraciones elevadas de CO, y bajas de O,, toxicidad por
compuestos quimicos, entre otros. Los microbiolégicos con causados
principalmente por hongos los cuales deterioran la calidad del fruto (Snowdon,
1991). La presencia de cualquiera de estos tipos de alteraciones en forma
aislada o combinada dafa la apariencia del fruto causando la pérdida en su

calidad visual.

2.1.3. Maduracion

La vida de un fruto se puede dividir en tres etapas fisioldgicas
fundamentales: crecimiento, maduracion y senescencia. El crecimiento

comprende el aumento del numero de células y la expansion celular. De estos



dos procesos, la expansién celular es mayormente responsable del tamafio final
alcanzado por el fruto. La maduracion puede iniciarse antes de que termine la
fase de crecimiento e incluye diferentes actividades metabdlicas. A la
senescencia se le puede definir como una fase en que los procesos anabdlicos
prevalecen sobre los catabdlicos conduciendo asi al envejecimiento y a la
muerte del tejido (Kader, 2002; Salveit, 2005).

De las etapas anteriores, la maduracién es considerada como la mas
importante y compleja del desarrollo del fruto. Esta se puede dividir en dos
fases: la fase de maduracion fisioldgica y la de maduracidn comercial (Salveit,
2005). La maduracién fisiolégica suele iniciarse antes de que termine el
crecimiento celular y finaliza, mas o menos cuando el fruto tiene semillas para
producir nuevas plantas. La evolucién de la maduracién fisiologica solo se
complementa adecuadamente cuando el fruto se encuentra en la planta. En
cambio, la maduracion comercial se refiere al proceso por el cual las frutas
adquieren las caracteristicas sensoriales que las define como comestibles. En
general esta etapa es un proceso que comienza durante los ultimos dias de
maduracion fisiolégica y que irreversiblemente conduce a la senescencia de la
fruta (Kader, 2002).

La maduracion de los frutos, como en el caso del tomate, es un proceso
genéticamente programado que culmina en cambios que se producen entre los
ultimos estados de crecimiento y los primeros de senescencia (Watada et al.,
1984). Esto implica una serie de procesos fisiolégicos y bioquimicos, como la
pérdida de clorofila, la sintesis de pigmentos (licopeno), el decremento en el
contenido de almidon, la hidrélisis de pectinas y otros compuestos de la pared
celular (Hobson y Davies, 1971). Estos cambios son regulados por la activaciéon
o supresion concurrente de los genes que estimulan la sintesis selectiva de
enzimas criticas, que pueden verse estimulados por el medio ambiente y

practicas culturales (Schuch et al., 1989).
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El signo mas visible de la maduracién en tomate es el cambio de color de
verde a rojo (Cuadro 1), que se debe a la descomposicion de la clorofila y a la
sintesis de carotenoides, como el licopeno. Este cambio inicia en la madurez
fisiologica. El segundo signo caracteristico de la maduracion es el
ablandamiento que acompafa al cambio de color. El ablandamiento se ha
asociado con una disminucién en la rigidez y adhesiéon de la pared celular,
siendo este un proceso complejo que involucra la participacién ordenada de un
numero de componentes de la pared -celular, incluyendo polisacaridos
estructurales, enzimas y proteinas no enzimaticas (Brumell y Harpster, 2001;
Huber et al., 2007; Krongyut et al., 2011). En durazno se ha reportado que el
ablandamiento esta relacionado con la modificacidn de los polisacaridos de la
pared celular causado por enzimas degradadoras como poligalacturonasa, -
galactosidasa, pectin metilesterasa, entre otras (Brummell et al., 2004). A pesar
de que se ha identificado un numero determinado de hidrolasas que afectan la
estructura de la pared celular, la relacion entre estas enzimas y el ablandamiento
de la fruta aun no es claro (Chaib et al., 2007). En tomate, Saladié et al., (2007)
sugieren que durante el ablandamiento estan involucrados multiples procesos
coordinados, incluyendo la disociacion de las redes de polisacaridos en la pared
primaria y lamina media, la pérdida de turgencia debido a la pérdida de agua por

transpiracion, y cambios estructurales y composicionales de la cuticula.

La temperatura 6ptima que asegura buena calidad sensorial y nutricional
durante la maduracién es 20°C. A esta temperatura el desarrollo de color es
optimo y la retencién de vitamina C alta. Los tomates separados de la planta y
madurados a temperaturas superiores a 25°C desarrollan un color mas amarillo
y menos rojo y son mas blandos. Se ha reportado que una maduracion rapida
ocurre a temperaturas entre 12.5 - 25°C; con una humedad relativa de 90-95%
(Trevor et al., 2013).

2.1.3.1. Respiracion y Produccion de Etileno. Debido a las necesidades

energéticas y de oxigeno molecular, el fruto de tomate experimenta un aumento
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en la velocidad de respiracion, la cual es acompafada por un incremento en la
produccion de etileno al momento de iniciar la madurez comercial. A este
fendbmeno se le conoce como “climaterio” y ubica al tomate como un fruto

“climatérico” (Grierson y Tucker, 1983).

A partir del climaterio, el tomate empieza a mostrar los primeros signos de
madurez, los cuales son perceptibles visualmente. (Brecht, 1987). El proceso de
maduracion inicia en el tejido locular y de ahi avanza hacia la parte externa del
fruto, por lo que los primeros cambios de color son en el tejido locular aun
cuando el color externo del fruto es verde. Asi mismo, los niveles de ACC, ACC
sintasa y ACC oxidasa o enzima formadora de etileno se incrementan primero
en el tejido locular, después en el eje central, posteriormente en el pericarpio
radial y por ultimo en la parte mas externa del pericarpio, que es la cascara . El
incremento observado de dichas enzimas en los |loculos ocurre
coincidentemente con la formacion del gel, antes de la aparicion del color rojo, y
también es correspondiente con el primer incremento perceptible en la

produccion de etileno por la fruta entera (Brecht, 1987).

Se ha propuesto que las células loculares juegan un papel importante en la
iniciacion y progresion de la madurez comercial del tomate. Posiblemente estas
células poseen mayor sensibilidad (umbrales de percepcion bajos) al etileno,
que las del tejido restante (Tieman y Handa, 1989). Se ha reportado que la tasa
de produccidn de etileno esta en los rangos de 1.2 - 1.5 uyL kg'.h" a 10°C y 4.3 -
4.9 uL kg".h™" a 20°C (Trevor et al., 2013).

2.2. Etileno

El etileno (C2H4) es una sustancia organica muy simple, que tiene efectos
muy importantes en la fisiologia de las plantas. Ademas es considerada como
una hormona vegetal que regula la maduracion de los frutos mediante la

expresion coordinada de genes responsables del incremento en la respiracion, la
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produccion autocatalitica de etileno y los genes codificadores de enzimas que
realizan los cambios en el color, textura, aroma y el sabor (Oetiker y Yang,
1995). El etileno representa un elemento importante del sistema de regulacion
endogeno, especialmente durante el desarrollo, maduracion y envejecimiento.
Sus efectos pueden ser benéficos o perjudiciales dependiendo de donde y cémo
actue (Yang, 1985). A pesar de que muchos de los efectos del etileno en frutas y
hortalizas son positivos economicamente, como en el desverdecimiento de los
citricos, reduccién en la dureza de la pulpa, pérdida de acidez, también puede
ocasionar deterioro en la calidad, como el ablandamiento acelerado, o
sobremaduracion causando graves pérdidas en la produccion de frutas,
hortalizas y flores (Kader, 2002; Plich, 2003).

El etileno es fisiologicamente activo en concentraciones muy bajas medidas
en partes por millon (ppm, pL L'1) a partes por mil millones (ppb, nL L'1) (Keller et
al., 2013). Se ha reportado que 0.1 nL/g.h es el umbral suficiente para inducir la
respuesta al etileno (Yokotani et al., 2009). En el caso de tomate, Kader (2002)
lo clasifica como productor moderado de etileno, cuya produccidén puede variar
de 1a10 plkg™'.h™ a 20°C.

2.1.1. Biosintesis

Existen varios compuestos quimicos de los cuales podria sintetizarse el
etileno. Entre estos compuestos se encuentra el acido linolénico, etanol, alanina,
metionina, entre otros. Sin embargo, solamente metionina se ha reportado como

precursor del etileno en plantas superiores (Lieberman, 1979).

En el ciclo de la biosintesis del etileno (Figura 2) ocurren tres reacciones

principales que determinan el ritmo de su formacion, estos son:

e La sintesis de SAM a partir de metionina y ATP;
e La conversion de SAM a ACC;

e La oxidacion de ACC a etileno
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Figura 2: Biosintesis y regulacion del etileno (SAM: S-adenosilmetionina;
ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilico; MTR: metiltioribosa; MTA:
metiltioadenosina; ATP: Adenosina trifosfato; ADP: Adenosin
difosfato; CoA, CoASH; Coenzima A; Crozier et al., 2000).
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2.2.1.1. Metionina. La metionina es el principal precursor del etileno; el C4 de su
molécula se convierte en CO,, el CO; en acido férmico y los C3 y C4 constituyen
la olefina (Mathooko, 1996). La metionina es también un metabolito fundamental
en las células vegetales ya que es requerido para la sintesis de proteinas y, a
través de su primer metabolito S-adenosilmetionina (SAM), se derivan varios
metabolitos clave, tales como etileno, poliaminas y biotina (Figura 3) (Amir,
2010), por lo que los niveles de metionina son altamente regulados. Estudios in
vitro e in vivo indican que el nivel de metionina en plantas de Arabidopsis es
regulado principalmente por la enzima cistationina-y-sintasa (CGS, por sus siglas
en inglés) (Hesse y Hoefgen, 2003). Estudios realizados en tomate sugieren que
la expresidn del gene de esta enzima es regulada por el etileno (Katz et al.,
2006).

El nivel de metionina libre es uno de los factores limitantes en la
biosintesis de etileno en tomate. Estos niveles varian dependiendo del estado de
madurez del fruto, observandose valores de 20, 40 y 30 nmol/g peso seco, en
los estados de madurez verde maduro, rosa y rojo, respectivamente. El
incremento masivo de la produccién de etileno durante la maduracion de frutos
de tomate reduce significativamente las reservas de metionina, por lo que se
requiere un incremento en la sintesis de novo de este aminoacido a través de la
regulacion de la expresion del gen que codifica para la enzima CGS (Katz et al.,
2006).

La sintesis de novo de metionina involucra la liberacion de adenina,
que posteriormente sufre una carboxilacion para formar el aminoacido (Cruz et
al,, 2010). Una vez que la metionina esta presente, el sistema funciona
durante el tiempo que dure el suministro de ATP. La porcion del carbono 4 de la
metionina, desde la cual se deriva el ACC, es suministrada por la porcion de la
ribosa a SAM via el ATP, mientras que el CH3-S- de la metionina es
conservado para la regeneracion continua de este aminoacido (Abeles et al.,
1992).
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Como donante de grupos metilo, la metionina a través de SAM regula los
procesos celulares esenciales, tales como la division celular, sintesis de la pared

celular, sintesis de clorofila y sintesis de la membrana (Amir, 2010).

2.2.1.2. S-adenosil-metionina (SAM). El primer paso en la biosintesis del
etileno (Figura 3) es la formacion de un compuesto muy inestable que es la S-
adenosil-metionina (SAM) por medio de una reaccion dependiente de ATP
(Plich, 2013). Este compuesto suministra grupos metilos y es clave en la ruta
metabdlica ya que puede derivarse en acido 1-amino-ciclopropano-carboxilico

(ACC), o bien desviarse para sintetizar poliaminas.

Cistationina

H0m0c1stema

F MTHF

AdoH ¢y SMM Metlonlna Ciclo Yang
Ciclo SMM

o
@ l BlOtlIll%\l/I T
e |

Descarboxiladoy  pgliami
Metabolitos secundarios : I oltaminas
Sintesis de clorofila ? GI'llpO metilo SAMDC ‘ SAM

Replica DNA

Ciclo metilo

Sintesis de pared celular

Etileno

Figura 3. Biosintesis de la Metionina (CBL: cistationa B-liasa; MS:
metionina sintasa; SAM: S-adenosilmetionina; SAMS: SAM
sintasa; SAMDC: SAM descarboxilasa; MTA: metil-tioribosa;
MMT: metionina S-metiltransferasa; SMM: S-metilmetionina;
HMT: homocisteina S-metiltransferasa; Amir, 2010).
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El ACC es el precursor inmediato del etileno, que ademas de convertirse
en etileno es a veces metabolizado hacia el acido 1-malonilaminociclopropano-1-
carboxilico (MACC o malonil-ACC) (Jiao et al., 1986).

La SAM (S-adenosil-L-metionina) juega un papel importante en varias
reacciones bioquimicas de las plantas (Van de Poel et al., 2010). SAM es un
intermediario clave en el metabolismo de la metionina, sirve como una fuente de
grupos metileno (para la sintesis de acidos grasos con sustituyentes
ciclopropilo), grupos amino (en la sintesis de biotina), los grupos isopropilamino
(en la sintesis de poliaminas y, también, en la sintesis de etileno, utilizado por
las plantas para promover la maduracién). También sirve como una fuente de
atomos de azufre en la sintesis de la biotina y el acido lipdico (Brosnan y
Brosnan, 2006).

Por otra parte, SAM es la fuente del grupo propilamino en la sintesis de
las poliaminas espermidina y la espermina, las cuales juegan un papel crucial en
muchos aspectos del crecimiento de la planta, incluyendo la proliferacion vy
diferenciacion celular, la apoptosis, la homeostasis y la expresion génica (Amir,
2010).

2.2.1.3. 1-Amino-ciclopropano-carboxilato (ACC) sintasa. La ACC sintasa
cataliza la conversiéon de SAM al acido 1-amino-ciclopropano-carboxilico (ACC).
Ademas de ACC, produce 5-metiltioadenosina, la cual es utilizada para la
sintesis de nueva metionina via el ciclo modificado de metionina (Kende, 1993).
La ACC sintasa es una enzima soluble con una masa molecular de 55 a 57 kDa.
Se ha purificado la enzima en homogenizado de pericarpio de tomate y por
electroforesis en gel de dos dimensiones se ha identificado como una proteina
de 50 kDa. Esta enzima requiere de fosfato de piridoxal para su maxima
actividad. La actividad de ACC sintasa es muy baja en tejidos que producen
bajas cantidades de etileno y ésta aumenta bajo condiciones que promueven la

formacion de etileno (Chae y Kieber, 2005). Su pH 6ptimo es de 8.5 y su punto
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isoeléctrico es de 6.6 a 6.9. La ACC sintasa es inhibida por aminoetoxivinilglicina
(AVG) y acido aminooxiacético. (Kende, 1993; Acaster y Kende, 1983; Yang,
1980; Yu et al, 1980). Esta enzima es codificada por pequefas familias
multigénicas. Se ha reportado que la biosintesis de etileno es regulada por tres
miembros diferentes de la familia de genes que codifican para la ACC sintasa:
(@) LE-ACS2 y LE-ACS4 son los genes dominantes responsables de la
produccion de etileno del sistema 2 en la maduracion de los frutos de tomate y
Su expresion es regulada por un mecanismo de retroalimentacion positiva, (b) el
gen LE-ACS6 es responsable de las bajas velocidades de produccion de etileno
en el sistema 1 y es negativamente regulada en fruta preclimatérica, y (c) los
genes LE-ACS1A y LE-ACS3 son también responsables de la produccién de
etileno en el sistema 1 preclimatérico. La produccién de etileno cambia al
sistema 2 en el estado climatérico, debido a la sintesis de los ARNm de LE-
ACS2, LE-ACS4, LE-ACO1y LE-ACO4, como un resultado de una regulacion de

retroalimentacion positiva (Nakatsuka et al., 1998).

La expresion de la ACC sintasa es diferencialmente regulada por diversos
estimulos, una herida en el tejido del fruto puede causar el aumento de la
actividad de la ACC sintasa (Acaster y Kende, 1983; Bleecker et al., 1988).

2.2.1.4. Acido 1-amino-ciclopropano-carboxilico (ACC). El ACC es el
precursor inmediato del etileno, que ademas de convertirse en etileno es a veces
metabolizado hacia el acido 1-malonilaminociclopropano-1-carboxilico (MACC o
malonil-ACC) (Jiao et al., 1986). La produccion de ACC es considerada como el
paso limitante en la sintesis del etileno. Este se obtiene de la eliminacion del
grupo 5-metil-tioadenosina por la enzima ACC sintasa. Esta enzima tiene
piridoxal fosfato como cofactor y puede inhibirse competitivamente con amino-
etoxivinil-glicina (AVG) y acido amino-oxaiacético (AOA) (Mathooko, 1996). El
CO,; a concentraciones de 0-20 kPa puede limitar la formacion de ACC,
inhibiendo la conversion de ACC a etileno (de Wild et al., 2005). El nivel de ACC

libre se reduce de manera irreversible por la accion de ACC malonil transferasa,
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regulando la produccion de la olefina (Mathooko, 1996). En condiciones
normales, los niveles de ACC son bajos pero se incrementan durante la
maduracién de los frutos. Su sintesis puede ser estimulada por dafios, estrés,
ataque de patdgenos, entre otros (Wills et al., 1998).

2.2.1.5. 1-Amino-ciclopropano-carboxilato (ACC) oxidasa. En el paso final, el
ACC es oxidado por la enzima ACC oxidasa para formar etileno. Esta
reaccion de oxidacion requiere la presencia de oxigeno, y bajos niveles de
diéxido de carbono (cerca de 1%) para activar a la enzima, de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

ACC+0O, —» CoHs + COs+ HCN + 2 HO

En esta reaccion el etileno se deriva del C-2 y C-3, el CO; del grupo
carboxilo y el HCN del C-1 y del grupo amino del ACC. El HCN es destoxificado
a B-cianoalanina, el cual, es metabolizado mas tarde a asparagina o y-glutamil-§-
cianoalanina. Esta ruta de destoxificacion previene la acumulacion de HCN, aun
en plantas con altas velocidades de biosintesis de etileno. La cinética de la
interaccidon de la ACC oxidasa con el O, y ACC indica que la reaccion sigue un
mecanismo ordenado de enlace en donde la enzima se liga primero al Oy y
después al ACC. Ademas de ser convertido el ACC a etileno, también es
metabolizado al acido 1-(malonilamino) ciclopropano-1-carboxilico (MACC). La
malonilacion es irreversible en condiciones fisiologicas, pero se ha reportado
conversion de MACC a ACC bajo estrés hidrico o senescencia en hojas de
tabaco y flores de claveles, respectivamente. La malonilacion del ACC puede
contribuir a la regulacién de los niveles de ACC y de la velocidad de formacién
de etileno (Kende, 1993).

Los niveles bajos de O, incrementan la concentracion de ACC,
reduciendo la autocatalisis de etileno y limitando el aumento en la actividad de

ACC sintasa (Riquelme et al., 1999). El CO, es un modulador que estimula su
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actividad a la vez que promueve la sintesis de la enzima, pero a concentraciones
elevadas (5-10%) inhibe su accién. La actividad de la ACC oxidasa se ha
asociado con la integridad de membranas celulares (Abeles et al., 1992). Sin
embargo, con la identificacion del gene que codifica esta enzima en frutos de
tomate (Hamilton et al., 1990; 1991), se demostr6 que esta actividad es en
realidad dependiente del acido ascorbico y de iones Fe?* como cofactores de la
reaccion (Ververidis y John, 1991). Estas observaciones han facilitado el
aislamiento y caracterizacion de la ACC oxidasa en tejidos de varias especies,
por lo que se sugiere que la enzima puede actuar como una monooxigenasa que
requiere ascorbato como donador de hidrégeno, oxigeno y Fe®* (Fernandez-
Maculet et al.,, 1992). Dado que el nivel de actividad de la ACC oxidasa
usualmente se encuentra en exceso del que necesitan muchos tejidos, esto
puede reflejarse en un incremento sustancial de actividad en maduracion de

frutos y en respuesta a la exposicién a etileno (Cruz et al., 2010).

2.1.2. Activacion del etileno

Algunas de las respuestas que se producen en los frutos por el etileno
abarcan maduracion, incluyendo sintesis de pigmentos como las antocianinas y
degradacion de clorofila, respiracion y senescencia (Saltveit, 1999). Estos
efectos generalmente implican incremento en la sintesis de varias enzimas. El
etileno se relaciona con la actividad de enzimas involucradas con el
ablandamiento o degradacion de la pared celular, asi como su propia biosintesis.
En algunos casos aumenta la cantidad de acido ribonucleico mensajero (ARNm)
que codifica para dichas enzimas y estimula la transcripcion de varios genes del
nucleo (Yokotani et al., 2009).

Los receptores de etileno regulan una serie de genes que se expresan
durante la maduracion, lo que se evidencidé gracias a la identificacion de los

mutantes de tomate (Nr, nor, rin, Cnr, hp1 y hp2 por sus siglas en inglés). Siendo
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el aislamiento del gen (Nr) durante la maduracion el que identifico el primer
receptor de etileno (Jeong et al., 2002; Giovannoni, 2004). El complejo se activa
por el arreglo en los ligandos, presumiblemente histidina y cisteina, cuando el
etileno se disocia del metal (Sisler y Serek, 1999). Como respuesta, se estimula
la liberacion de un segundo mensajero al material genético que se traducira en
las proteinas de respuesta (Reid, 1992). Los iones plata, CO,, y olefinas ciclicas
compiten por el sitio activo del receptor, inhibiendo la accion de este gas (Sisler
y Serek, 1997).

2.1.3. Inhibicién

El problema de inhibir, o por lo menos retrasar el proceso de
envejecimiento del material vegetal, es un tema que requiere especial atencion
en la agricultura (Plich, 2003). Existen varias vias y tratamientos por los cuales
se puede inhibir la sintesis o accion del etileno. Entre los inhibidores de la
sintesis del etileno se encuentran la aminoetoxivinilglicina (AVG) y acido
aminooxiacético (AOA), los cuales bloquean la conversion SAM a ACC y son
conocidos como inhibidores de la enzima ACC sintasa (Zacarias, 1993).
También pueden ser inhibidas por ciertas concentraciones de auxinas y
citocininas. El ién Cobalto (Co2+, bajas concentraciones de OZ2 y altos niveles de
CO2, bloquean la conversién de ACC a etileno (Lau y Yang, 1976; Yu et al.,
1980). La temperatura éptima para el paso de ACC a etileno catalizada por la
ACC oxidasa esta entre 15 y 25°C, temperaturas mayores a 35°C y debajo de

10°C inhiben la actividad de esta enzima (Leliévre et al., 1997)

Otros compuestos que inhiben la conversion del ACC a etileno son las
poliaminas (Suttle, 1981; Braam et al., 1996) que también reaccionan con los
grupos —SH de proteinas si estos grupos estan libres (Plich, 1993). Los analogos
estructurales de ACC producen un efecto inhibitorio marcado, por ejemplo el
acido a-aminoisobutirico (AIBA) (Satoh y Esashi, 1983).
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Ademas de estos compuestos para inhibir el etileno existen ciertas
sustancias, las cuales influyen no solo sobre la sintesis del etileno sino en su
accidn sobre los tejidos. Es decir, que actuan en los receptores del etileno o en
su ruta de transmisién de la sefial, asi como en el uso de ion de cobalto (Lau y
Yang, 1976). Compuestos volatiles como el trans-cicloocteno y cis-cicloocteno
son inhibidores competitivos del receptor de etileno (Sisler et al., 1990). EI 1-
metilciclopropeno (1-MCP: C4Hg) inhibe también los receptores de etileno y ha
demostrado ser particularmente efectivo (Watkins et al., 2000). Otros
compuestos que también han mostrado una inhibiciéon en la sintesis de etileno
son el 2,4-dinitrofenol (Yu et al., 1980), y el bencil isotiocianato (Patil y Tang,
1974).

2.2.|sotiocianatos

Los isotiocianatos son sustancias producidas por varias plantas
pertenecientes a la familia de las Brassicaceae, Capparaceae y Caricaceae
como un sistema de defensa contra el ataque de patégenos (Tiznado y
Troncoso, 2006). Los isotiocianatos son compuestos que contienen azufre en su
molécula (Khokon et al., 2011). Su formacion se origina cuando la degradacién
de los glucosinolatos se lleva a cabo en condiciones alcalinas o neutras por la

enzima mirosinasa (Figura 4) (Delaquis y Mazza, 1995).

2.2.1. Estructura quimica

Los isotiocianatos estan formados por la sustituciéon de un sulfuro por un
oxigeno en el grupo isocianato R-N=C=S. Las propiedades fisicoquimicas y la
actividad biolégica de los isotiocianatos derivan de la hidrélisis de los
glucosinolatos los cuales son en gran medida, determinados por la estructura de
la cadena lateral (Wittstock y Halkier, 2002).

22



Glucosinolato
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Figura 4: Hidrdlisis del glucosinolato.

Es posible obtener un amplio espectro de isotiocianatos, dependiendo del
grupo “R” presente en la molécula del glucosinolato (Rosa y Rodriguez, 1999).
El grupo “R” unido al isotiocianato puede ser alifatico, aromatico o etéreo-
aromatico (Drobnica et al., 1967). En algunos casos estos compuestos son
inestables y se descomponen rapidamente para formar una variedad de otros
compuestos (Rosa y Rodrigues, 1999). Estos compuestos se localizan en las
vacuolas de las células de las plantas pertenecientes a las familias de las
Brassicaceae, Capparaceae y Caricaceae y pueden ser hidrolizados en la misma
planta por enzimas citoplasmaticas hidroliticas denominadas mirosinasas
(Stoewsand, 1995).

2.2.2. Propiedades de los isotiocianatos

Los isotiocianatos son responsables del sabor picante de la mostaza, el
rabano, la col, el brocoli, coliflor, wasabi, entre otros. Estos compuestos son
considerados como aditivos alimentarios y generalmente se consideran seguros
para el consumo humano (Kermanshai et al., 2001; Masuda et al., 1999; Shin et
al., 2004). Estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo de vegetales del

género Brassica (brécoli, calabazas, coliflor, coles de Bruselas, col rizada, nabos
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y berzas) se asocia con una disminucion en el riesgo de cancer en diversos
tejidos como colon, recto, tiroides, pulmén, entre otros (Mitthen et al., 2000;
Galan et al., 2004; Keuma et al., 2004; Fimognari et al., 2012).

Los isotiocianatos presentan una gran diversidad quimica, son
biodegradables, inocuos para la salud humana y tienen un amplio espectro
biocida (Delaquis y Mazza, 1995). Se ha demostrado que tienen una actividad
inhibitoria contra hongos (Troncoso et al.,, 2005), nematodos (Buskov et al.,
2002; Zasada y Ferris, 2003), bacterias (Hashem y Wahba, 2000), insectos
(Tsao, et al.,, 2002; Agrawal y Kurashige, 2003) y malezas (Petersen et al.,
2001). Ademas, se ha reportado su capacidad antioxidante (Wang et al., 2010),
y su posible efecto inhibitorio en la produccion de etileno (Patil y Tang, 1974;

Troncoso et al., 2005).

En un estudio realizado por Patil y Tang (1974), se evalué el efecto de 4
diferentes concentraciones (0.023, 0.046, 0.092 y 0.184 mM) de bencil
isotiocianato sobre la produccidn de etileno en discos de frutos de papaya.
Asimismo, se evaluo la evolucion del etileno en los discos 3 horas después de la
aplicacién del compuesto. Los autores observaron que la aplicacion de 0.046
mM de bencil ITC caus6é un 60% de inhibicidon de la producciéon de etileno;
mientras que la aplicacién de 0.092 y 0.184 mM causaron un 80% de inhibicién.
En cambio, la produccion de etileno en los discos 3 horas después de la
aplicaciéon de bencil ITC, fue muy similar a la observada en el testigo,
observandose del 3 al 8%, de inhibicion de la produccion de etileno a las
concentraciones de 0.184 y 0.092 mM, respectivamente. Los autores sugieren
que la inhibicién de la produccion de etileno por el bencil isotiocianato ocurre en
el sistema productor del etileno mas que sobre la evolucién o recuperaciéon de
este gas después de que el sistema es inducido, sugiriendo que es posible que
el compuesto inhibe la sintesis de enzimas involucradas en la biosintesis del
etileno. En tomate, en un estudio realizado por Troncoso et al., (2005) se evalu6
el efecto del bencil ITC en la produccién de etileno y actividad de ACC en frutos

inoculados con Alternaria alternata. En este estudio se utilizaron frutos de tomate
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bola en estado de madurez rojo. Los autores reportaron que ademas del efecto
antimicético se observo que el bencil isotiocianato aplicado a una concentracion
de 0.56 mg/L (5.64 uM) durante 36 horas, redujo significativamente la
produccion de etileno. Asimismo en un estudio similar realizado en el laboratorio,
se observé que la aplicacion de alil ITC a una concentracion de 0.56 mg/L por el
mismo tiempo a frutos de tomate, se redujo significativamente la produccién de
etileno y hubo una inhibicién total en los niveles de la actividad de la enzima
ACC oxidasa (Troncoso et al., 2005). Estos estudios sugieren la posible

participacion de los isotiocianatos en la inhibicién de la sintesis de etileno.

2.2.3. Mecanismo de accion

La actividad biolégica de los isotiocianatos es debido a su capacidad para
reaccionar con el grupo amino de los aminoacidos que forman tioureas y con los
grupos tiol dando lugar a derivados de N-aliltio-carbamoil (o ditiocarbamatos)
(Cejpek et al., 2000; Nakamura et al., 2009). Evidencias experimentales sugieren
que la accion de los isotiocianatos en los organismos vivos puede ser debido a
reacciones inespecificas con cualquier proteina de los mismos. Esto es debido a
una posible interaccion no especifica y covalente del grupo isotiocianato (-
N=C=S) con los grupos sulfhidrilo (-SH), grupos amino y los enlaces disulfuro en

proteinas y amino acidos (Kawakishi y Kaneko, 1987; Brown y Morra, 1997).

Evidencias experimentales indican que el isotiocianato puede reaccionar
con el grupo épsilon-amino de la lisina y el grupo fendlico de los residuos de
tirosina de la proteina 12S de mostaza, lo que resulta en un notable incremento
en la movilidad electroforética (Murthy y Rao, 1986). También se ha propuesto
que el grupo -SH de la cisteina puede ser otro objetivo del isotiocianato. En este
caso, cuando ocurre la reaccion con un residuo de cisteina que se encuentre
localizado en el sitio activo de la enzima, la actividad enzimatica se puede

perder. Estas hipotesis se apoyan en un experimento en el que las proteinas
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bromelina, papaina, tripsina, y a- quimotripsina se hicieron reaccionar con el
bencil isotiocianato. En este experimento, se observd que ese compuesto
reacciono con el grupo sulfhidrilo de los residuos de cisteina presentes en todas
las enzimas, con excepcidon de la tripsina. Después de la reaccion, los
isotiocianatos permanecen unidos covalentemente a la proteina lo que trae
cambios en su estructura terciaria que conduce a una menor solubilidad de la
misma, cambios en su punto isoeléctrico y a una pérdida parcial o total de la
actividad enzimatica (Rawel et al., 1998; Yang et al., 2000).

Recientemente Nakamura et al., (2009) evaluaron la reactividad del 2-
propenil isotiocianato (alil isotiocianato, AITC) con lisina en una proteina en
condiciones neutras. Estos autores confirmaron la formacién de un aducto entre
el ITC - amino con lisina en condiciones fisioldgicas (Figura 5). En base a lo
anterior, los autores proponen un posible mecanismo de reaccion de los
isotiocianatos con residuos de cisteina y lisina en el cual ocurre una reaccién
reversible de los residuos de cisteina con el grupo sulfhidrilo mediante un enlace
disulfuro; asi mismo ocurre una reaccion irreversible de los residuos de lisina
con el grupo amino, mediante un enlace amino que forma un producto estable
(Nakamura et al., 2009).
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Figura 5. Posible mecanismo de reaccion de los isotiocianatos con cisteina
y lisina en condiciones fisioldgicas.

Se ha reportado que tanto ACC sintasa como ACC oxidasa presentan en
su sitio activo residuos de lisina; mientras que en el caso de SAM se ha
reportado la presencia de residuos de cisteina (Pesis et al., 1995; Zhang et al.,
2004; Nakamura et al., 2009) (Figura 6). Por lo que es posible que los
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isotiocianatos pudieran reaccionan con los residuos azufrados de estas enzimas

y metabolito afectando la produccion de etileno.

NH,
N B
¢ 3@
O N N
OH OH
ACC sintasa ACC oxidasa SAM

Figura 6. Enzimas y metabolito participantes en la sintesis de etileno
(Capitani et al., 1999; Zhang et al., 2004).
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de isotiocianatos en frutos de tomate reduce la sintesis de etileno

debido a su posible interaccién en la ruta biosintética.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los isotiocianatos en la sintesis de etileno en tomate.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar el efecto del alil isotiocianato y bencil isotiocianato, a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién sobre la produccion

de etileno de frutos de tomate.

Determinar el efecto del alil isotiocianato y bencil isotiocianato, a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion en el contenido de
metionina, S-adenosil-metionina (SAM) y acido 1-amino-ciclopropano-

carboxilico a diferentes tiempos posterior a la exposicion.

Determinar el efecto del alil isotiocianato y bencil isotiocianato, a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion sobre los niveles de
actividad de las enzimas 1-Amino-ciclopropano-carboxilato sintasa

(ACCs) y 1-Amino-ciclopropano-carboxilato oxidasa (ACCo).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Seleccion de Frutos

Los frutos de tomate tipo “bola” fueron obtenidos del mercado de abastos
"Francisco |. Madero", localizado en Hermosillo, Son. Se trasladaron al
laboratorio donde se seleccionaron frutos libres de dafios y en base a
uniformidad en tamario, forma y color. Se utiliz6 el color como un indicador del
estado de madurez, seleccionandose aquellos que presentaran un color rosa,
indicativo del estado de madurez 4 de acuerdo a la clasificacién de color
reportado por la USDA (USDA, 2012).

5.1.1 Color

El color se determind en el pericarpio de los frutos en tres puntos
diferentes del fruto en cinco frutos por tratamiento. Se usdé un colorimetro
MINOLTA CR-300 y se tomaron las lecturas de L*, a*y b*. Los resultados se
expresaron como Croma que es la pureza o saturacion del color, calculandose

2y el angulo de matiz (AM) que es el tono del color

con la formula C= (az + by)
ya sea rojo-purpura, amarillo, azul-verde, y azul, y que se calcul6 con la férmula

AM=arctan b*/a* (McGuire, 1992).
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5.1.2. Determinacion de la produccion de etileno

Los frutos se colocaron individualmente en frascos de plastico en un
sistema cerrado. Los frascos se sellaron con parafiim y se colocaron en una
camara a 20°C por 1 h antes de realizar la determinacion. Las muestras se
prepararon por quintuplicado. De cada frasco se tom6 una muestra de 1 mL de
gas del espacio de cabeza y se inyectd a un cromatégrafo de gases (VARIAN
STAR 3400 CX, Palo Alto, CA), equipado con una columna Hayasep N (2 m x
2.03 cm de diametro interno) y con un detector de ionizacion de flama.

La concentracion de etileno se report6 en pL de etileno kg'1-h'1 de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

MLC2Hs kg'-h™'= Spa x Stc x hs

Stpaxw xt

Dénde:

Spa= Area de la muestra; Stc= concentracion del estandar (p/L); hs= Volumen
del espacio de cabeza (L); Stpa= Area del estandar; W= Peso de la muestra

(Kg); t= Tiempo de incubacion de la muestra (h).

5.2 Etapa 1: Determinacion del Efecto de los Isotiocianatos en la Produccion
de Etileno

Una vez seleccionados los frutos, se coloco un fruto dentro de una bolsa
de polietilieno de baja densidad (PEBD, 100 um de grosor, 15 x 25 cm). Se
aplicaron diferentes dosis de isotiocianatos, tanto de alil como de bencil a
concentraciones de (0, 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 mM), sobre circulos de papel filtro.
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Posteriormente se coloco el papel filtro dentro de un vaso de precipitado, y
finalmente se coloco el vaso de precipitado + papel filtro en el interior de la bolsa
de plastico conteniendo el fruto de tomate. Se cerré la bolsa con una selladora
manual y se colocé a 20 °C, permitiendo la liberacion de los compuestos
volatiles durante 0, 6, 12y 24 h.

5.2.1. Determinacion de la produccion de etileno

Al término de cada tiempo de exposicidén los frutos se sacaron de las
bolsas de PEBD y se colocaron individualmente en frascos de plastico en un
sistema cerrado. La determinacion se realizé siguiendo la técnica descrita en el
apartado 5.1.2.

5.3 Etapa 2: Determinacion del Efecto del Isotiocianato en la Biosintesis de
Etileno en Frutos de Tomate

Una vez determinado el tratamiento en el cual se obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicidn de la produccidén de etileno, se seleccionaron frutos de
tomate con caracteristicas similares a las de la primera etapa y se aplico el
tratamiento con isotiocianato. Una vez terminado el tiempo de exposicion al
isotiocianato, los frutos se sacaron de las bolsas de PEBD y se colocaron a 20
°C por 24 horas. Durante ese periodo se realizaron muestreos a las 0, 3, 6, y 24
h para la determinacion del efecto del isotiocianato en el contenido de metionina,
SAM, ACC y produccion de etileno, asi como en los niveles de actividad de las

enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa.
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5.3.1 Determinacion de metionina

La determinacibn de metionina se realizd por el método del o-
phthalaldehido (OPA) por cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC). Este

método se baso en la técnica modificada por Vazquez et al., (1997).

5.3.1.1 Extraccion. Se tomaron 5 g de muestra fresca previamente picada y se
mezclaron con 5 mL de acido tricloroacético al 7.5%. Posterior a esto se
homogenizé la muestra en un homogenizador Ultra Turrax (IKA, Alemania)
durante 2 min. Se colocé la muestra homogenizada en un tubo de centrifuga de
50 mL y se tapod perfectamente, todo esto a 4°C. Se centrifugd por 30 min a
3211 ga 4°C. Terminada la centrifugacion, se filtré la muestra a través de papel
Whatman # 4. Se realizé un segundo filtrado mediante una membrana de PVDF
0.2 uym para solventes (Millipore). El filtrado se almacend en refrigeracion en
viales de 2 mL color ambar tipo ABC, con septa PTFE/Silicon, hasta la

cuantificacion por HPLC.

5.3.1.2 Analisis de metionina. El analisis de metionina se realizé en un
cromatégrafo de liquidos de alta presion (HPLC) acoplado a un detector de
fluorescencia (350 nm excitacion y 450 nm emisién). Se utiliz6 una columna
Agilent Zorbax Eclipse AAA de 150 mm x 4.6 mm diametro interno, y 3.5 um de
particula, conectada a una pre-columna Supelco Cigde 1 cm x 4.6 mm diametro
interno con un tamafo de particula de 5 um. En la separacion cromatografica se
utilizé un gradiente escalonado, con un flujo de 1.0 mL/min de 2 eluyentes (A:
Buffer de acetatos, pH 7.2; B: Metanol). La metionina se identifico y cuantifico de
acuerdo al tiempo de retencidn y areas comparadas con un estandar comercial

de metionina. Los resultados fueron reportados como nmol g™ p.f. (peso fresco).
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5.3.2 Determinaciéon de SAM (S-adenosil-metionina)

Para la determinacion SAM se utilizé el método reportado por Van de Poel

(2010), con modificaciones.

5.3.2.1 Extraccién. Se tomaron 0.4 g de tejido liofilizado y se homogenizé con 1
mL de acido tricloroacético al 5% w/v por 10 min a 4°C. El homogenizado se
centrifugd por 15 min a 10 000 g a 4°C. El sobrenadante se centrifugdé de nuevo
por 15 min a 13 000 g. El segundo sobrenadante fue obtenido después de una
filtracion a través de un filtro de tamano de poro de 45 uym. Todas las etapas se

llevaron a cabo en hielo a 4°C para impedir la degradaciéon de SAM.

5.3.2.2 Determinacién por HPLC. Para la determinacion de SAM se utilizé un
cromatégrafo de liquidos de alta presion (HPLC) acoplado a un detector UV
visible (260 nm). Se utilizé una columna Cqg HP fase reversa de 250 mm x 0.3
diametro interno, con un tamafo de particula de 5 ym. Se inyectaron 20 pL de
muestra, a un flujo de 0.5 mL min™" con buffer de acetato de sodio al 0.1 M (pH
4.5). La SAM se identificd y cuantificé de acuerdo al tiempo de retencion y areas
comparadas con un estandar comercial de yoduro de SAM (Sigma, Chemical

Co., St. Luis). Los resultados fueron reportados como nmol g™ p.f. (peso fresco).

5.3.3 Determinacion de la actividad enzimatica de ACC sintasa

La actividad de la ACC sintasa se determind mediante el método
reportado por Ke (2002), tomando 0.3 g de muestra previamente pulverizada con
nitrogeno liquido. Se mezclé con 20 mL del buffer de extraccion (buffer de
fosfato, 250 mM, pH 8.0, fosfato de piridoxal 10 uM, EDTA 1 mM, ditiotreitol
(DTT) 5 mM). La muestra se agitdé durante 30 min a 4°C en un agitador de

alicuotas. Posteriormente se centrifugd a 15 000 g por 15 min, a 4°C. Se
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tomaron 5 mL del sobrenadante y se mezclaron con 150 yL de SAM (1.2 mM).
Después de 1 h de incubacion, se detuvo la reaccion con 100 uL de HgCl,. La
generacion de ACC se midi6 de acuerdo al método de Lizada y Yang (1979).
Los resultados se reportaron como nmol g™ p.f. h™".

5.3.4 Determinacion del contenido de ACC

Para el analisis del contenido de ACC, se utilizaron 3 repeticiones de 4
discos por tomate (aproximadamente 3 g) de cada uno de los tratamientos a los
cuales previamente se les midié ACC oxidasa. El tejido congelado se triturd en
un mortero con 5 mL de etanol al 80% y el extracto se centrifugd a 14 476 g
durante 10 min. El sobrenadante se concentr6 en un rotoevaporador a 45°C
hasta sequedad y el residuo se disolviéo con 3 mL de agua desionizada.

El contenido de ACC se determin6 en una alicuota del extracto acuoso,
de acuerdo al método descrito por Lizada y Yang (1979). El ensayo se realizé de
la siguiente manera: en tubos de vidrio de 14 mL inmersos en hielo, se introdujo
una alicuota de 100 pL del extracto, 100 uL de HgCl, 10 mM y 600 pL de agua
desionizada. Los tubos se cerraron herméticamente con tapones de goma y se
les inyectd 200 pL de una disolucién de NAOH saturada e hipoclorito de sodio al
10% en una porcién 1:2 (v/v). En un tubo réplica se anadieron 50 yL de una
solucion de ACC 0.125 uL mL™, restando este volumen del volumen de agua
adicionada y se sometié al mismo procedimiento. Después de la adicion de la
solucion oxidante, los tubos se agitaron y se incubaron en un bafio de hielo
durante 10-15 min. Para facilitar la reaccion, los tubos se agitaron
periodicamente. Posteriormente, se extrajo 1 mL del gas del espacio de cabeza
de los tubos y se determind la concentracion de etileno. En los tubos a los que
se les afadio estandar de ACC se les calculé el porcentaje de recuperacion de
la reaccion para cada muestra y con dicho valor se determiné el contenido de

ACC de los extractos. Los resultados fueron reportados como nmol g~ p.f.
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5.3.5 Determinacion de la actividad enzimatica de ACC oxidasa

La actividad de ACC oxidasa “in vivo” se determin6 de acuerdo al método
reportado por Lizada y Yang, (1979). Se incubaron 10 discos de 8 mm de
diametro de tejido fresco durante 1 h en placas Petri conteniendo una solucion
de ACC 5 mM. En esta concentracion de ACC, la capacidad de produccién de
etileno del tejido fue completamente saturada. Posteriormente, el tejido fue
secado en papel filtro, se transfiri6 a unos tubos de vidrio de 40 mL que se
cerraron herméticamente con tapones de goma y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente. Se extrajo 1 mL del gas del interior del tubo y la
concentracion de etileno se determind como se menciond previamente en la

seccion 5.1.2. Los resultados se reportaron como nmol g™ p.f. h™".

5.3.6. Determinacion de la produccion de etileno

Al término de cada tiempo de exposicion a los isotiocianatos (0, 6, 12 y 24
h), los frutos se sacaron de las bolsas de PEBD y se colocaron individualmente
en frascos de plastico en un sistema cerrado. Se determiné la produccion de

etileno siguiendo la técnica descrita en el apartado 5.1.2.

5.4 Disefo Experimental y Analisis Estadistico

Se empled un disefio de experimentos completamente al azar en el cual

los tratamientos tuvieron un arreglo factorial, de acuerdo a las siguientes etapas:
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Etapa 1:

Para determinar el efecto de los compuestos a diferentes concentraciones
y tiempos de exposicion, sobre la produccién de etileno en frutos de tomate, se
empled un disefio completamente al azar con arreglo factorial AXBxC (2x5x4),
con 5 repeticiones, donde los factores y niveles fueron los siguientes:

Factor A= Tipo de compuesto con 2 niveles (alil y bencil isotiocianato).
Factor B= Concentracion con 5 niveles (0, 0.1, 0.5, 1 y 2 mM).

Factor C= Tiempo de exposicion con 4 niveles (0, 6, 12y 24 h).

Etapa 2:

Para determinar el efecto del tratamiento seleccionado que redujo en
mayor porcentaje la produccidn de etileno, sobre la ruta biosintética del
compuesto, se empled un disefio completamente al azar con arreglo factorial

AxB (2x4), con 5 repeticiones.
Factor A= Tratamientos con dos niveles: Tratamiento y testigo.
Factor B= Tiempo posterior a la exposicion con 4 niveles (0, 3, 6 y 24 h).

Para determinar el efecto de los factores sobre las variables respuesta se
realizé un analisis de varianza (ANOVA), y para establecer diferencias entre los
tratamientos, se aplico la prueba de rangos multiples Tukey-Kramer con un nivel
de significancia del 5% (p<0.05), utilizando el paquete estadistico NCSS (Hintze,
2007

38



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Colory Produccion de Etileno de los Frutos

El Cuadro 2 presenta los resultados de color obtenidos en los frutos de
tomate, observandose valores de L* y a* de 44.76 y 9.16, respectivamente, asi

como un angulo de tono de 74.59, y una saturacién de 33.54.

Cuadro 2. Color en los frutos de tomate seleccionados.

Parametro Media % Error estandar
Color
L* 44.76 + 2.06
a* 9.16 + 1.93
Croma o saturacion 33.54 + 1.21
Angulo de tono (°Hue) 7459 +2.17

Estos valores coinciden con los resultados reportados por Lopez y Gémez
(2004) quienes observaron para tomate rosa, valores de 31 y 78.1 en las
variables de saturacion y tono, respectivamente. De acuerdo a estos autores, el

croma o saturacion no es un buen indicador de la maduracién en tomate, ya que
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éste es esencialmente una expresion de la pureza o saturaciéon de un solo color.
Ademas, diferentes colores pueden presentar el mismo valor de saturacion. En
el caso del tomate, durante su maduracion se presentan diferentes colores
simultaneamente ya que la clorofila es degradada de verde a compuestos que
van desde aquellos que no proporcionan color, al mismo tiempo que los
carotenoides son sintetizados desde compuestos con poco color (fitoeno) a
licopeno (rojo), B-caroteno (naranja) y xantofilas y carotenoides hidroxilados que
proporcionan un color amarillo (Giuliano et al., 1993).

En el estudio realizado por Lopez y Gomez (2004), se observé que los
cambios mas importantes en el color durante la maduracion de tomate fueron en
la variable a*, la cual esta relacionada con la degradacion de clorofila y sintesis
de licopeno. En ese estudio se obtuvieron valores entre -10 a 12 en la variable
a*, correspondiendo un valor de 8 para el tomate con coloracion rosa. Estos
resultados son similares a los obtenidos en nuestro estudio, en el que se obtuvo
un valor promedio de 9.16 en esta variable. Sin embargo, para obtener un color
mas preciso se deben de incluir las tres variables de color. En ese sentido y de
acuerdo a los cambios en coloracion que ocurren durante la maduracién del
tomate, Lopez y Gdmez (2004) sugieren al angulo de tono, el indice de color y la
relacion a*/b* como indices objetivos de madurez para tomates, sobre todo para

aquellos que maduran en el huerto.

Adicionalmente, y de acuerdo a la produccion de etileno a 20°C
determinada en diferentes estados de madurez, los tomates de color rosa
(estado de madurez 4 de acuerdo a la clasificacion de color publicada por la
USDA) presentaron una producciéon de etileno de 1.86 a 2.5 pL.kg'1.h'1. Kader
(2002) menciona que los frutos de tomate producen entre 1 a 10 puL de etileno
kg".h" a 20°C, por lo que los resultados obtenidos en este estudio se

encuentran dentro de ese rango.
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6.2. Etapa 1: Efecto de los Isotiocianatos en la Produccién de Etileno en
Frutos de Tomate.

La producciéon de etileno en los frutos de tomate se vio afectada por la
exposicion a los isotiocianatos. De acuerdo al analisis estadistico realizado, el
tipo de compuesto tuvo un efecto significativo en la produccién de este gas,
observandose que la exposicion al alil isotiocianato redujo en mayor porcentaje
la produccion de etileno (Cuadro 3). Asimismo, al comparar el efecto de las
diferentes concentraciones de los isotiocianatos en la produccién de este gas, se
observd que éste fue significativamente menor en los frutos expuestos a la
concentracion de 0.5 mM. En cuanto al efecto de los tiempos de exposicion a los
isotiocianatos (0, 6, 12 y 24 horas), la produccién de etileno fue menor
estadisticamente en los frutos expuestos por 24 horas, independientemente del
compuesto y de la concentracién aplicada. Al comparar la combinacién de los
factores Compuesto x Concentracion (AxB), se observé que la interaccion fue
significativa; mientras que las combinaciones entre los otros factores (AxC, BxC)
no fueron significativas. Asimismo, la interaccién triple de los tres factores resulté
ser no significativa (p > 0.05), por lo que no se observaron diferencias

significativas entre compuesto x concentracion x tiempo de exposicion.
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6.2.1 Produccion de etileno en tomates expuestos con Alil Isotiocianato

En la Figura 7 se presentan los resultados del efecto del Alil isotiocianato
en la produccion de etileno en tomate. Como puede observarse los frutos
expuestos al compuesto mostraron una produccion de etileno entre 0.7 y 3.21 L
kg" h™; la cual fue menor que los frutos no expuestos (testigo), los cuales
presentaron una produccion entre 2.54 a 3.45 uL kg h™'. El tratamiento que
mostro una menor produccidn de etileno fue el fruto expuesto a una
concentracion de 0.5 mM por 6, 12 y 24 horas de exposicidn; mientras que los
frutos expuestos a concentraciones mayores de AITC presentaron mayor
produccion de etileno. Sin embargo, y debido a que no se observaron diferencias
significativas (p >0.05) en la interaccion triple, en la Figura 7 solo se muestran

las tendencias que presentaron los tratamientos con respecto al tiempo.
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Cuadro 3. Efecto de los isotiocianatos, concentracion y tiempos de
exposicion en la produccion de etileno en tomate a 20°C."

Produccion de etileno (uL.kg™.h™")*

Factor Nivel
Promedio”? Error estandar
A: Compuesto AITC 1.13° 0.125
BITC 2.78° 0.125
B: Concentracion 0mM 2.19° 0.198
0.1 mM 1.86 2 0.198
0.5 mM 1.54° 0.198
1.0 mM 1.812 0.198
2.0 mM 2.38° 0.198
C: Tiempo Oh 222° 0.177
6 h 2.35% 0177
12 h 2.09° 0177
24 h 1.16° 0.177
Interacciones?
AxB *
AxC NS
BxC NS
AxBxC NS

" Resultados de acuerdo al analisis de varianza de dos vias realizado mediante

el paquete estadistico NCSS (2007).

* Promedios de 5 réplicas + Error estandar.

Y Diferentes literales por cada factor, indica que son diferentes significativamente

(p> 0.05).

# Interacciones: *: significativa; NS: no significativa.
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Figura 7. Produccion de etileno en tomates expuestos por diferentes
tiempos y a distintas concentraciones de AITC a 20°C.

En este estudio se hipotetizaba que a mayor concentracion del
isotiocianato, la inhibicion de la produccion de etileno seria mayor; sin embargo
no se obtuvo ese comportamiento. Se ha reportado que la sintesis de etileno
puede ser inducida por varios tipos de estrés, como los dafios mecanicos,
quimicos y metales, sequia, temperaturas extremas y el ataque por patéogenos
(Kende, 1993; Johnson y Ecker, 1998; Wang et al., 2002). Es posible que las
concentraciones de 1 y 2 mM del AITC hayan provocado un estrés en el fruto y

como respuesta a ello hubo un incremento en la produccion de etileno.

En la Figura 8 se presenta la producciéon de etileno en frutos de tomate
expuestos a diferentes concentraciones de bencil isotiocianato. Como se puede
observar, estos mostraron una produccion de etileno entre 1.1 a 4.3 L kg™ h™,
la cual fue mayor en comparacién con los expuestos con AITC. Esto puede ser

debido a que el tamafio de la molécula de bencil es mas grande que la de alil por
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lo que puede presentar una menor difusion hacia el interior de la célula y de esta
forma afectar en menor grado la produccion de etileno. Al igual que los frutos
expuestos con AITC, la concentracién de bencil que mostré menor produccion
de etileno fue de 0.5 mM con 0, 6 y 12 h de exposicién. Sin embargo, no se

observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 8. Produccion de etileno en tomates expuestos por diferentes
tiempos y a distintas concentraciones de BITC.

Con base en el analisis estadistico realizado y a las tendencias descritas
anteriormente, se selecciono el tratamiento que redujo en mayor cantidad la
produccion de etileno, el cual fue el AITC a una concentracion de 0.5 mM
expuesto por 6, 12 y 24 horas. A las 6 horas de exposicién, se observd una

reduccion en la produccion de etileno de 52.5%; mientras que a las 12 horas fue

45



de 69.9%. Estos porcentajes de inhibicion en la produccion de etileno
concuerdan con los reportados por Patil y Tang, (1974) quienes mostraron que
la aplicacion de bencil isotiocianato en papaya redujo hasta un 60% la
produccion de ese gas.

En el caso de los frutos expuestos por 24 horas al AITC, todas las
concentraciones presentaron dafios en su superficie, como ablandamiento
severo y desprendimiento de cuticula (Figura 9), por lo que este tratamiento no
fue considerado para la segunda etapa del estudio. Es importante sefalar que el
color de los frutos testigo como los frutos expuestos al ITC fue similar al término
del tiempo de exposicion (Figura 9A y 9B); asi como mencionar que ademas de
los cambios mencionados anteriormente, también se observé que los frutos no
expuestos (testigo) desarrollaron un color rojo intenso a los 8 dias a 25°C post-
tratamiento (Figura 9C); mientras que los frutos expuestos a los isotiocianatos
permanecieron de color rosa (Figura 9D). A los 11 dias a 25°C post-tratamiento,
los frutos testigo presentaron ablandamiento y un color rojo mas intenso;
mientras que los expuestos permanecieron de color rosa (Figura 9E),
presentaron ablandamiento con mayor desprendimiento de cuticula (Figura 9F) y

en algunos casos hubo crecimiento de hongos.

El pigmento responsable de la coloracion roja en tomate es el licopeno, el
cual es el carotenoide mas abundante en este fruto. Ademas de proporcionar el
color rojo, el licopeno es importante desde el punto de vista nutricional, ya que
se le ha considerado como un componente bioactivo alternativo para el
tratamiento de las enfermedades cronicas, y de ciertos tipos de cancer (Story et
al., 2010; Ford y Erdman Jr, 2012).

La exposicion del tomate al compuesto alil isotiocianato por 24 horas,

provocd que éste no desarrollara el color rojo caracteristico, por lo que se
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sugiere que el alil isotiocianato puede estar inhibiendo la sintesis del licopeno,
mediante la interaccion del compuesto con enzimas participantes en su sintesis,
como podrian ser la 1-deoxy-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, fitoeno sintasa o la
zeta caroteno desaturasa (Lois et al., 2000). Otra posible razén es la interaccion
del alil isotiocianato con la estructura del licopeno. Se ha reportado que los
isotiocianatos pueden provocar efectos genotéxicos, induciendo la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Kassie et al., 2000; Mi et al., 2011). Estas
especies pudieran ser captadas por el antioxidante licopeno, disminuyendo de
esa forma la cantidad de licopeno en el fruto y por tanto afectando su coloracion
roja. Por otra parte, se ha reportado una elevada correlacion entre la produccién
de etileno y la acumulacion de licopeno en tomate (Alba et al., 2005; Liu et al.,
2012). En ese sentido, la falta de coloracion roja en el tomate expuesto a alil
isotiocianato puede ser debido a la disminucidén en la produccién de etileno
observada en este estudio. Sin embargo, se requiere realizar mas estudios que

permitan comprobar alguna de las hipotesis sugeridas.
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Figura 9. Cambios en la calidad visual de tomate almacenado a 25°C a los
0, 8 y 11 dias posteriores a la exposicion con AITC por 24 h (A:
Testigo a los 0 dias; B: frutos expuestos al AITC a los 0 dias; C:
Testigo a los 8 dias post-tratamiento; D: frutos expuestos al AITC a
los 8 dias post-tratamiento; E: frutos expuestos al AITC a los 11 dias
post-tratamiento; F: desprendimiento de cuticula).
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6.2Etapa 2: Efecto del Alil Isotiocianato 0.5 mM sobre la Sintesis de Etileno
en Tomate Expuesto por 6 y 12 horas

En base a los resultados obtenidos en la etapa anterior, se repitid la
exposiciéon de los tomates al AITC 0.5 mM por 6 y 12 h, con el fin de determinar

el o los puntos de la sintesis de etileno afectados por el tratamiento.

La biosintesis de etileno se ha estudiado intensamente en la fisiologia de
plantas. Se ha establecido que el precursor del etileno es la metionina, la cual es
convertida a S-adenosil metionina (SAM). SAM y ACC son los precursores del
etileno, siendo la ACC sintasa y ACC oxidasa las enzimas que catalizan esas
reacciones (Zhang et al., 2004; Seymour et al., 2013; Lépez et al., 2009). En ese
sentido, en esta parte del estudio se determiné el efecto de la exposicidn por 6 y
12 h al AITC 0.5 mM sobre el contenido de metionina, SAM, contenido de ACC,
los niveles de actividad de ACC sintasa y ACC oxidasa, y finalmente sobre la
produccion de etileno en frutos de tomate. Estos cambios se evaluaron durante
24 h (0, 3, 6 y 24 h) post-tratamiento a 20°C.

6.3.1 Contenido de metionina

El analisis de varianza realizado indicé un efecto significativo de los
factores tratamiento y tiempo, asi como la interaccion de ambos tratamientos en
el contenido de metionina de tomate. De acuerdo a este analisis, el contenido de
este metabolito de tomate fue afectado por la exposicion al alil isotiocianato, el
cual fue significativamente menor (p < 0.05) al ser expuesto por 12 horas con

respecto al tiempo de exposicion de 6 h y el testigo. Con respecto al factor
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tiempo, el contenido de metionina fue significativamente menor (p < 0.05) a las

24 h posterior a la exposicion.

En la Figura 10 se presenta el contenido de metionina en los frutos
expuestos por 6 h y 12 h al AITC, con respecto al tiempo posterior a la
exposicion. Los frutos testigo presentaron un contenido de metionina entre 31 y
33 nmol g'1 p.f a las 0 y 24 h, respectivamente, valores que se mantuvieron
constantes durante las 24 horas posteriores a la exposicion. Estos valores
fueron significativamente mayores con respecto a los frutos expuestos al alil
isotiocianato. En esta figura se puede apreciar que el tomate al ser expuesto al
AITC presentd una disminucién en el contenido de metionina, la cual, en el caso
del tratamiento AITC-6 h se mantuvo mas o menos constante durante las 24 h
post-tratamiento. En cambio, en el caso de los frutos expuestos por 12 h se
puede apreciar una disminucion significativa en el contenido de metionina a las 6
y 24 h posteriores a la exposicion, con respecto a los otros tratamientos. En
este tratamiento se observé un contenido minimo de 7.07 nmol g'1 p.f. después
de 24 h de exposicion, correspondiendo a un 80.7% de reduccidén con respecto
al testigo. El contenido de metionina obtenido en los frutos testigo a todos los
tiempos posteriores a la exposicion concuerdan con datos publicados por Katz et
al., (2006), quienes reportaron un contenido o valores de metionina entre 30 y 40

nmol g en frutos de tomate en estado de madurez rosa.
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Figura 10. Contenido de metionina en tomates expuestos al AITC 0.5 mM
por 6 y 12 h y evaluados durante 24 h a 20°C.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el AITC a la
concentracion de 0.5 mM y expuesto por 6 y 12 h redujo los niveles de metionina
en frutos de tomate, en comparacion con los no expuestos (testigo). Siendo los
frutos expuestos por 12 h los que mostraron un menor contenido. Esta
disminucién en metionina, pudiera ser debida a que este aminoacido contiene
azufre en su molécula el cual podria reaccionar con el AITC provocando una
disminucién en su contenido. Sin embargo se requieren de mas estudios para

comprobar esta hipotesis.

6.3.2 Contenido de S-Adenosil-L-metionina (SAM)

S-Adenosil-L-metionina es uno de los metabolitos precursores del etileno

y es sintetizado a partir de metionina mediante la enzima SAM sintetasa (Van de
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Poel et al., 2013). Los resultados obtenidos en este estudio indican que al igual
que en la metionina, el contenido de este metabolito en tomate fue afectado por
la exposicion por 6 y 12 h al alil isotiocianato a una concentracion de 0.5 mM.
De acuerdo al analisis estadistico realizado, hubo un efecto significativo de los
factores tratamiento y tiempo; asi como también en la interaccion entre ambos
factores sobre el contenido de SAM. Los frutos expuestos al AITC presentaron
un contenido de SAM significativamente menor con respecto al testigo; mientras
que en los frutos expuestos por 6 h y 12 h no hubo diferencias significativas
entre ellos. En cuanto al factor tiempo posterior a la exposicion, también se
observo un efecto significativo sobre la variable SAM, indicando que el valor mas

bajo de este metabolito fue registrado a las 24 h post-tratamiento.

La Figura 11 muestra los resultados del efecto de la exposicion por 6 y
12 h al AITC 0.5 mM sobre el contenido de SAM de tomate evaluado durante 24
h a 20°C. Como puede apreciarse, los frutos testigo presentaron un mayor
contenido de SAM (87.8 a 153.3 nmol g p.f.), con respecto a los frutos
expuestos al AITC. Estos valores altos fueron observados principalmente
durante las primeras 6 h post-tratamiento, registrandose una disminucién
significativa a las 24 h de evaluacién. En cambio, los frutos expuestos con AITC
presentaron un contenido de SAM entre 30 y 130 nmol g™ p.f., los cuales fueron

menores estadisticamente con respecto al testigo.

Asimismo, se observaron cambios en el contenido de SAM durante las 24
horas de evaluacién posteriores a la exposicion con el alil isotiocianato. Al
tiempo cero (inmediatamente después del tiempo de exposicion), los frutos
expuestos al AITC por 6 y 12 horas presentaron una disminucién significativa en
el contenido de SAM, la cual fue equivalente al 43 y 59%, respectivamente. Sin
embargo, en la figura se puede apreciar que a las 6 horas de evaluacion el
contenido de SAM en los frutos tratados fue muy similar al observado en el
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testigo, sugiriendo una pérdida del efecto del alil isotiocianato y una
recuperacion en la sintesis de este metabolito. A las 24 h se observa
nuevamente una disminucion, esto puede ser debido a que SAM contiene en su
molécula cisteina y se ha reportado que los isotiocianatos reaccionan con
residuos de cisteina de forma reversible (Nakamura et al., 2009), pudiendo ser

esta interaccion la causa de la disminucion.
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Figura 11. Contenido de SAM de tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC 0.5
mM y evaluado durante 24 h a 20°C.

Los estudios que evaluan el contenido de SAM en vegetales o frutas y
hortalizas son escasos. Van de Poel et al., (2010), determinaron la cantidad de
SAM utilizando el acido tricloroacético como método de extraccion. Los autores
obtuvieron un contenido de SAM de alrededor de 90 nmol g'1 p.f. en tejido de
tomate, los cuales estan en el rango de los valores obtenidos en nuestro estudio.

SAM es sintetizada a partir de la metionina y ATP y la reaccién es catalizada por
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la enzima SAM sintetasa (Roje, 2006). Este metabolito es un sustrato comun
para varias reacciones bioquimicas en plantas. Las tres rutas mas importantes
en las cuales participa SAM son la biosintesis de poliaminas, de etileno y las
reacciones de trans-metilacion que ocurren en el ciclo de Yang. En frutos
climatéricos como el tomate, SAM presenta un papel importante debido al
incremento autocatalitico en la produccién de etileno durante la maduracion del
fruto, por lo que se sugiere la necesidad de un metabolismo de reciclaje eficiente
por el ciclo de Yang para hacer frente a esta gran demanda de consumo de
metionina (Roje, 2006).

Como se menciond anteriormente, la metionina es requerida tanto para la
sintesis de proteinas como para la sintesis de SAM; sin embargo, aun no es
claro cuanto y cuando se utiliza la metionina para cada una de estas sintesis
(Amir, 2010). En este estudio, los resultados del contenido de SAM no coinciden
con los resultados del contenido de metionina. Al tiempo cero después de la
exposicién con el alil isotiocianato, el contenido de SAM en los frutos tratados
fue significativamente menor con respecto al testigo, el cual fue en aumento
hasta las 6 h post-tratamiento, y finalmente disminuy6 a las 24 h posterior a la
exposicién. Mientras que el contenido de metionina fue muy similar durante las
primeras 6 h posteriores al tratamiento y también disminuyé a las 24 h
posteriores a la exposicion. Es posible que el alil isotiocianato haya reaccionado
con la enzima SAM sintetasa inhibiendo la sintesis de SAM, inhibicion que fue
mas evidente inmediatamente después de la exposicion al compuesto, y esta
inhibicion fue mucho menor a las 6 h posteriores al tratamiento, indicando una
pérdida del efecto del AITC y el restablecimiento del contenido de SAM. Por otra
parte, es posible que el AITC haya reaccionado directamente con la molécula de
SAM. Se ha reportado que la S-adenosil-metionina presenta en su estructura

residuos de cisteina (Pesis et al., 1995; Zhang et al., 2004), los cuales pueden
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reaccionar en forma reversible con el grupo funcional del isotiocianato
(Nakamura et al., 2009). Sin embargo, se requiere realizar estudios futuros que
permitan comprobar la interaccién de los isotiocianatos con la enzima SAM

sintetasa, o con la molécula de SAM.

6.3.3 Actividad de ACC sintasa (ACCs)

El siguiente paso en la biosintesis de etileno es la conversion de SAM a
ACC mediante la enzima ACC sintasa (S-adenosil-L-metionina
metiltioadenosina-liasa, EC4.4.14). Al igual que en el contenido de SAM, el
analisis estadistico realizado mostr6 un efecto significativo en los distintos
factores (Tratamiento y tiempo post-tratamiento), asi como también en la
interaccion AxB sobre los niveles de actividad de la enzima ACC sintasa. Al
analizar el factor tratamiento se pudo observar que los frutos expuestos con alil
isotiocianato presentaron niveles de actividad de ACCs significativamente
menores con respecto al testigo, registrandose el nivel de actividad enzimatica
mas bajo en los frutos expuestos al alil isotiocianato por 6 horas. En cuanto a los
tiempos posteriores a la exposicion, los frutos evaluados a los tiempos de 0y 3 h
presentaron los niveles mas bajos significativamente comparados con los

tiempos de 6y 24 h.

En la Figura 12 se presentan los resultados de la actividad de ACCs en
tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC y evaluados durante 24 h a 20°C. Se
puede observar que durante las primeras 6 h posteriores a la exposicion, los
frutos testigo presentaron niveles de actividad constantes (9.03 a 9.68 nmol g
p.f. h'1), mostrando un incremento en la actividad de la enzima a las 24 h

después de la exposicion. En cambio, en los frutos expuestos al AITC, el nivel
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de actividad de la enzima fue significativamente menor al tiempo cero,
observandose una disminucién en el nivel de actividad del 50 y 63% en AITC-6h
y AITC-12h, respectivamente. A las 6 h posteriores a la exposicidon, se observo
un incremento significativo en el nivel de actividad para ambos tratamientos,
alcanzando valores de 7.28 y 8.9 nmol g p.f. h para AITC-6h y AITC-12h,
respectivamente, los cuales fueron muy cercanos a los registrados en el testigo
(9.68 nmol g”' p.f. h"). En los frutos tratados, los niveles de actividad se

mantuvieron constantes a las 24 h post-tratamiento.

Hong et al., (2004) reportaron un nivel maximo de la actividad de ACCs de
6 nmol g-' p.f. h-', en tomate de coloracién rosa. Zhao et al., (2013), evaluaron
los niveles de ACC sintasa en tomate cv ‘Lichun’ producido también bajo
invernadero, observandose niveles de esta enzima menores a 20 nmol g~ p.f. h™
en tomate verde maduro. Como puede observarse, los niveles de la actividad de
ACCs son diferentes dependiendo de la variedad, estado de madurez y

condiciones de cultivo del tomate.

El comportamiento en los niveles de actividad de ACC sintasa, es muy
similar al observado en el contenido de SAM, principalmente durante las
primeras 6 horas de evaluacion. Al igual que en el contenido de SAM, el nivel de
actividad de ACCs al tiempo cero fue significativamente menor con respecto al
testigo. Sin embargo, el nivel de actividad fue aumentando hasta alcanzar a las 6
horas posteriores a la exposicidn, un nivel de actividad muy similar al registrado
en el testigo, lo cual sugiere el restablecimiento casi total de la actividad de
ACCs a ese tiempo.

Este comportamiento puede ser debido a que al exponer los frutos al alil
isotiocianato, éste reacciond con los residuos de lisina presentes en el sitio

activo de la enzima ACC sintasa, inhibiendo su actividad. Sin embargo, al
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retirarse los frutos de la exposicién al compuesto la actividad de la enzima se
restablecié. Nakamura et al., (2009) proponen un posible mecanismo de
reaccion de los isotiocianatos con residuos de cisteina y lisina en el cual ocurre
una reaccion reversible de los residuos de cisteina con el grupo sulfhidrilo
mediante un enlace disulfuro; asi mismo ocurre una reaccion irreversible de los
residuos de lisina con el grupo amino, mediante un enlace amino que forma un
producto estable. En ese sentido, al observarse en este estudio un incremento
en el nivel de actividad de la ACC sintasa, puede ser debido a que esté
ocurriendo una sintesis de novo de la enzima, lo cual coincide con lo reportado
por Ke et al., (2002) y Wang et al., (2002), quienes mencionan que el incremento
en la actividad de ACC sintasa puede ser inducida por varios compuestos como
el acido indolacético y el acido salicilico. Sin embargo, es necesario realizar

estudios futuros que permitan comprobar esta hipoétesis.
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Figura 12. Actividad de ACCs de tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC 0.5
mM y evaluado durante 24 h a 20°C.
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6.3.4 Contenido de Acido 1-Aminociclopropano 1-carboxilico (ACC)

El acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico es sintetizado a partir de SAM
por accion de la enzima ACC sintasa (Barry y Giovannoni, 2007; Seymur et al.,
2013; Wang et al., 2002). En este estudio, tanto el contenido de SAM como el
nivel de actividad de la ACC sintasa fueron afectados por la exposicion al alil
isotiocianato a una concentracion de 0.5 mM. El analisis estadistico realizado
indico un efecto significativo del factor tratamiento sobre el contenido de ACC de
tomate, observandose que el tratamiento con alil isotiocianato produjo una
disminucién significativa en el contenido de ACC con respecto al testigo. En
cambio, en el factor tiempo no se observd un efecto significativo sobre este
metabolito.

En la Figura 13 se muestra el contenido de ACC en tomate expuesto por
6y 12 h al AITC 0.5 mM y evaluado durante 24 h a 20°C. Como se puede
apreciar, los frutos testigo presentaron un contenido de ACC significativamente
mayor con respecto a los frutos tratados por 6 y 12 h al tiempo O posterior a la
exposicion. Observandose una disminucién mayor en los frutos expuestos por
12 h, los frutos expuestos al alil isoticianato por 6 h, presentaron un contenido de
ACC similar durante las primeras 6 horas de evaluacion, mostrandose a las 24 h
un contenido de ACC muy similar al testigo. En este tratamiento, el contenido de
ACC fue significativamente menor que el testigo pero significativamente mayor
que en los frutos expuestos por 12 h, unicamente al tiempo cero de evaluacién,
es decir, inmediatamente después de la exposicion al compuesto. En cambio, en
los frutos expuestos al tratamiento AITC-12 h, el contenido de ACC presentd un
comportamiento diferente al de los frutos testigo y expuestos por 6 horas. En
este caso, durante las primeras 6 horas de evaluacién, el contenido de ACC fue

significativamente menor con respecto a los otros tratamientos, observandose al
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tiempo cero el valor mas bajo con un 78% de inhibicion en el contenido de este
metabolito, con respecto al testigo. Al transcurrir el tiempo de evaluacion, el
contenido de ACC fue en aumento hasta registrar a las 24 horas posteriores a la
exposicion, un contenido de ACC similar al registrado en el testigo. A este
tiempo, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre tratamientos,
lo cual indica que el contenido de ACC se restablecio después de 24 horas de

exposicidon al compuesto.

Estos valores se encuentran dentro del rango reportado durante la
maduracion de tomate (de tomate verde maduro a rojo) por Hoffman y Yang,
(1980), quienes reportaron un contenido de ACC de 0 a 7.5 nmol g" p.f.
Asimismo, Tuomainen et al., (1997) reportaron un contenido de ACC de

alrededor de 2 nmol g™ p.f. en frutos de tomate.

En general, los resultados obtenidos en el contenido de ACC en los frutos
expuestos por 12 h, indican que éstos fueron menores con respecto al tiempo de
exposicion de 6 h, observandose al tiempo 0 un contenido de ACC de 0.71 nmol
g'1 p.f.; que corresponde a un 66.8% de disminucién con respecto al tiempo de

exposicion de 6 h.
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Figura 13. Contenido de ACC en tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC 0.5
mM y evaluados durante 24 h a 20°C.

Hoffman y Yang (1980), reportaron que en frutos de tomate los niveles de
ACC fueron bajos (alrededor de 1 nmol g') y permanecieron constantes antes
del climaterio; mientras que la produccion de etileno continué su incremento
hasta el estado de madurez 5, color rojo segun la USDA. Los autores
observaron un contenido de ACC elevado al inicio del estudio, por lo que
sugieren que esto puede deberse a la sintesis de novo de la enzima ACC
sintasa. Ademas sefialan que una disminucion en el nivel de ACC indica que la
velocidad de produccion de etileno es mayor que la velocidad de sintesis de
ACC. Estos resultados coinciden con los observados en nuestro estudio, en el
que se observaron valores de ACC altos al inicio de las evaluaciones y

disminuyeron significativamente a las 24 horas post-tratamiento.
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6.3.5 Actividad de ACC oxidasa (ACCo)

El ultimo paso en la biosintesis del etileno es la oxidacién del ACC por la
enzima ACC oxidasa en presencia de oxigeno para formar el etileno, CO; y
cianuro (Wang et al., 2002). Esta enzima al igual que la ACC sintasa, son claves
en la sintesis de etileno, por lo que resulta importante determinar si esta enzima

también fue afectada por la exposicion al alil isotiocianato

El analisis estadistico realizado indica que hubo un efecto significativo del
tratamiento en el nivel de actividad de ACCo; mientras que el efecto del tiempo y
la interaccion entre ambos factores no fueron significativos. Los frutos de tomate
expuestos al alil isotiocianato por 6 y 12 h presentaron niveles de actividad de la

ACCo significativamente menores con respecto al testigo.

En la Figura 14, se presentan los niveles de actividad de la enzima ACC
oxidasa en frutos de tomate expuestos por 6 y 12 h al AITC 0.5 mM y evaluados
durante 24 h a 20°C. Se puede apreciar que los frutos no expuestos (testigo)
presentaron niveles de actividad de ACCo muy similares durante las 24 horas
de evaluacion. Estos niveles estuvieron en un rango de 3.92 a 4.27 nmol g'1.h'1
En cambio, los frutos expuestos al AITC, presentaron niveles de actividad de
0.42 a 0.77 y de 0.24 a 0.25 nmol g".h™" alas 6 y 12 h, respectivamente, los
cuales fueron menores estadisticamente con respecto al testigo. Estos niveles
de actividad se mantuvieron casi constantes durante las 24 h de evaluacion, es
decir no se observd una recuperacion de la actividad, contrario a lo que se
observd en el contenido de SAM, ACC y en el nivel de la ACC sintasa. Los
niveles de actividad observados en los frutos expuestos al alil isotiocianato por

12 h, representaron una disminucién de la actividad enzimatica del 94.4%.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Troncoso et al., (2005),
quienes observaron una inhibicidn de casi el 100% en la actividad de ACCo de
tomate al exponer los frutos a una concentracion de 5.64 uM del alil isotiocianato
durante 12 dias a 20°C.
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Figura 14. Actividad de ACCo en tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC 0.5
mM y evaluados durante 24 h a 20°C.

Estudios previos reportan que los niveles de actividad de ACC oxidasa en
tomate son muy bajos. Van de Poel et al., (2012) mencionan que durante el
preclimaterio la actividad de esta enzima aumenta, mientras que la actividad de
la ACC sintasa disminuye. Cuando el fruto se encuentra en estado verde
maduro, la actividad de la ACC oxidasa se encuentra por debajo de 1 nmol mg
proteina™. Una vez que el fruto inicia su maduracion la actividad de ambas

enzimas se incrementa de 2 a 3 veces, encontrandose en tomates en estado de
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madurez rosa valores de actividad de 2.5 nmol mg proteina™.h™’ (Nakatsuka et
al., 1998) y de 1.5 nmol mg proteina”.h™ (Van de Poel et al., 2012). Esta
actividad continua incrementandose durante la maduracion alcanzando valores
de 5 nmol mg proteina™.h™ en tomate rojo maduro (Van de Poel et al., 2012).
Cuando el fruto alcanza su maxima produccion de etileno, el nivel de actividad
de ACC oxidasa es de alrededor de 6 nmol mg proteina™ y posteriormente
disminuye. Asimismo, se ha reportado que estos niveles generalmente se
encuentran en exceso del nivel que se requiere en muchos tejidos (Saltveit,
1999). Estos resultados muestran que los niveles de actividad de ACC oxidasa
son bajos en tomate y se encuentran en un rango de 0 a 10 nmol mg proteina
'h™; sin embargo, no pueden ser comparados con los resultados de nuestro

estudio debido a que son unidades diferentes.

La exposicidn al alil isotiocianato afectd significativamente los niveles de
actividad de la ACC oxidasa de tomate, inhibiéndolos en un 94% con respecto al
testigo. Esta disminucion en el nivel de actividad de ACC oxidasa puede ser
debida a una posible interaccién de la enzima con el isotiocianato. Evidencias
experimentales indican que los isotiocianatos reaccionan con las proteinas,
formando enlaces covalente con los grupos amino de la lisina (Nakamura et al.,
2009). La ACC oxidasa contiene 28 residuos de lisina (Dong et al., 1992; Pesis
et al., 1995; Zhang et al., 2004), por lo que los grupos amino libres de la lisina
podrian reaccionar de forma irreversible con el alil isotiocianato disminuyendo el
nivel de actividad de ACC oxidasa. Sin embargo, se requiere realizar estudios

que permitan comprobar esta hipétesis.
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6.3.6. Efecto del AITC 0.5 mM en la produccion de etileno en tomate

El precursor inmediato del etileno es el acido 1-aminociclopropano
carboxilico (ACC), el cual es oxidado por la ACC oxidasa para dar lugar a la
formacion del etileno. En este estudio se observd que cada uno de los
metabolitos y enzimas involucradas en la sintesis de etileno (Metionina, SAM,
ACC sintasa, ACC y ACC oxidasa) fueron afectados por la exposicion al alil
isotiocianato, por lo que se presume que también el etileno fue afectado por ese

compuesto.

De acuerdo al analisis estadistico realizado, se pudo observar un efecto
significativo sobre la producciéon de etileno entre tratamientos y tiempos de
exposicion al AITC; mientras que la interaccion de ambos factores no fue
significativa Los frutos expuestos al AITC presentaron una produccién de etileno
significativamente menor con respecto al testigo. La produccion de etileno
observada en los frutos expuestos al AITC por 12 h fue significativamente menor
con respecto a los frutos testigo y a los expuestos por 6 h. En el factor tiempo
post-tratamiento, los frutos evaluados a las 0 y 3 h presentaron una produccion

de etileno significativamente menor con respecto a los otros tiempos.

En la Figura 15 se presentan los resultados de la produccion de etileno
en tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC 0.5 mM y evaluado durante 24 h a
20°C. Se puede apreciar que los frutos testigo presentaron una produccién de
etileno que se mantuvo mas o menos constante durante el periodo de
evaluacion, lo cual coincide con los niveles de actividad de ACC oxidasa. Al
tiempo cero se observd una produccion de 3.95 pL CoHg kg'1.h'1, la cual se

incrementd ligeramente durante las 24 h de evaluacion hasta una produccion de
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4.27 uL CyHs kg™.h™; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los

tiempos de evaluacion.

En el caso de los frutos expuestos al AITC, se observd una produccion
significativamente menor con respecto al testigo, observandose al tiempo 0 una
disminucién en la produccion de etileno del 52.16 y 72.92% en los frutos
expuestos a las 6 y 12 h, respectivamente. Estos porcentajes de inhibicion son
similares a los observados en la primera etapa de este estudio, lo cual nos indica

una buena reproducibilidad del experimento.

En los frutos expuestos al AITC por 6 h se observé un aumento gradual
en la produccion de etileno al transcurrir el tiempo después de la exposicion,
hasta alcanzar una produccion similar a la registrada en los frutos testigo. Estos
frutos registraron una produccion que fue estadisticamente igual al testigo, a las
6 y 24 h posteriores a la exposicion, lo cual indica un restablecimiento de la
produccion de etileno en este tratamiento. En cambio, en los frutos expuestos al
AITC por 12 h, aunque también presentaron un aumento en la produccion de
este gas, éste fue menor con respecto a la exposicién al AITC por 6 h.,
alcanzando a las 24 h de evaluacion, una produccion de 2.69 pyL CyHy4 kg'1.h'1 , la

cual fue 37% menor con respecto a los frutos testigo.

La produccién de etileno de tomate observada en este estudio, coincide
con estudios publicados previamente por Kader (2002) quien reporta una
produccion de etileno entre 1y 10 pL C,Hs kg™.h™"; y por Hoffman y Yang (1980)
quienes reportaron una produccion de etileno de 1 a 7 yL C,Hy4 kg'1.h'1, durante

la maduracion de este fruto.
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Figura 15. Produccién de etileno en tomate expuesto por 6 y 12 h al AITC
0.5 mM y evaluado durante 24 h a 20°C

La produccién de etileno esta relacionada con el contenido de ACC vy la
actividad de la enzima ACC oxidasa, la cual oxida al ACC para dar lugar a la
formacion del etileno. En este estudio se observd que la actividad de esta
enzima fue afectada por la exposicion al alil isotiocianato, observandose niveles
bajos de actividad de ACC oxidasa, entre 0 y 1 nmol g'1 h™'. A pesar de esos
niveles bajos de la actividad, los tomates produjeron etileno. Estos resultados
son similares a los publicados por Van de Poel et al., (2012) quienes reportaron
en tomate estado verde maduro un nivel de actividad de ACC oxidasa por
debajo de 1 nmol mg proteina”. Aun cuando las unidades son diferentes a
nuestro estudio, lo importante en ese estudio es que a pesar de registrar ese
nivel tan bajo en la actividad de la ACC oxidasa, se pudo observar un
incremento en la produccidén de etileno, lo cual coincide con lo observado en

nuestro estudio. Por lo que se sugiere que el etileno puede producirse aun con
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niveles de actividad de ACC oxidasa muy bajos (por debajo de 1 nmol g”' p.f. h”
1
)-

El etileno es sintetizado a partir de Metionina, el cual es un metabolito
que al parecer no es limitante en la sintesis de este compuesto, debido a que
continuamente se acumula a través del desarrollo y maduracion del fruto y se
encuentra en suficientes cantidades (Van de Poel et al., 2012). Metionina se
convierte a S-adenosil-metionina a través de la enzima SAM sintetasa. SAM y
ACC son los precursores del etileno, siendo la ACC sintasa y ACC oxidasa las
enzimas que catalizan esas reacciones. De acuerdo a los resultados obtenidos
en este estudio, es claro que el alil isotiocianato produjo cambios en el contenido
de los diferentes metabolitos y en el nivel de actividad de las enzimas evaluadas

en este estudio (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Porciento de inhibicion en los niveles de los diferentes
metabolitos y enzimas participantes en la biosintesis de etileno, de tomate

expuesto al Alil isotiocianato 0.5 mM.

Porciento de inhibicion (%)

Metabolito/enzima 6h 12 h
Metionina (nmol g™ p.f.) 50.52 78.57
SAM (nmol g7 p.f.) 79.06 62.77
ACCs (nmol g p.f. h™) 50.33 62.94
ACC (nmol g™ p.f.) 33.13 77.82
ACCo (nmol g”" p.f. h™" 81.97 94.4
Etileno (UL CoHs kg'.h™) 52.16 72.92
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Los diferentes metabolitos y enzimas evaluados presentaron contenidos y
niveles significativamente menores con respecto al testigo, tanto a 6 h como a
las 12 h de exposicion, observandose en general, una mayor inhibicion a las 12
h de exposicion al compuesto, a excepcion de SAM. Asimismo, la actividad de la

enzima ACC oxidasa fue la mas afectada por la exposicion al alil isotiocianato.

Diversos autores han reportado que los isotiocianatos reaccionan de
forma no especifica con los grupos sulfhidrilo (-SH), grupos amino y los enlaces
disulfuro en proteinas y amino acidos (Kawakishi y Kaneko, 1987; Brown vy
Morra, 1997; Nakamura et al., 2009). Asimismo se ha reportado que los
isotiocianatos reaccionan con las proteinas, formando enlaces covalente con los
grupos amino de la lisina (Nakamura et al., 2009). La ACC oxidasa contiene 28
residuos de lisina (Dong et al., 1992), por lo que sus grupos amino podrian estar
interaccionando con el alil isotiocianato y de esta forma afectar la actividad de la
ACC oxidasa. En este caso, el nivel de actividad de la ACC oxidasa presento el
mayor porcentaje de inhibicion, lo cual puede ser debido a que esta enzima se
encuentra a nivel de membrana, por lo que esta mas expuesta a la interacciéon
con el isotiocianato. Todas estas interacciones en su conjunto dieron como

resultado una disminucién en la produccién de etileno en tomate.
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7. CONCLUSIONES

La exposicion de alil isotiocianato (AITC) a una concentracién de 0.5 mM
por un tiempo de 6, 12 y 24 horas, redujo en mayor porcentaje la produccion de

etileno de frutos de tomate en estado de madurez rosa.

La exposicion por 24 h indujo un efecto negativo en la calidad visual de

los frutos.

La exposicion de tomate al alil isotiocianato 0.5 mM por 6 y 12 horas,
disminuyo significativamente el contenido de Metionina, S-adenosil-metionina

(SAM), y acido 1-amino-ciclopropano-carboxilico (ACC).

La exposicion de tomate al alil isotiocianato 0.5 mM por 6 y 12 horas,
disminuy6 significativamente los niveles de actividad de las enzimas ACC

sintasa y ACC oxidasa.

El tratamiento con alil isotiocianato 0.5 mM redujo de manera significativa
la concentracion de los metabolitos del ciclo de biosintesis del etileno, asi como
la actividad enzimatica de ACC sintasa y ACC oxidasa, lo cual provocd una

disminucién en la produccién de etileno en frutos de tomate.
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