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ABREVIATURAS

ACC dcido l-aminociclopropano-l-carboxilico
Ade adenina

Ado adenosina

ADA dcido aminooxiacético

ATP adenosiltrifosfato

AVG aminovinilglicina

DTT ditiotreitol

LA acido etilendiaminotetra acético
fru fructosa

glu glucosa

Hepes &cido N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etansulfdnico
IAA dcido indolacético

LSD menor diferencia significativa
MACC N-malonil ACC

MET metionina

MTA metil adenina

MTR metil tiorribosa

P.F. peso fresco

ppm partes por millén

PVP polivinil pirrolidona

Sac sacarosa

SAM S—-adenosilmetionina
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INTRODUCCION



1.1. IMPORTANCIA DEL TOMATE

El tomate es un fruto de clima cilido, perteneciente a la
familia de las Solanaceae la que también incluye a papas, be-
renjenas, pimientos; todos ellos de gran importancia econdmica.

Su género es Lycopersicon, el cual comprende dos especies
L. pimpinellifolium y L. esculentum (Bailey, 1949). Esta Glti-
ma especie es la que tiene mayor importancia comercial.

La produccidn mundial de tomate se incrementd en la déca-
da del setenta de 34,76 a 50,15 millones de toneladas (FAO,
1981). Este incremento se debid parcialmente al aumento de &-
rea sembrada, la que pasd de 1,935 a 2,389 millones de hecté-
reas. Los mayores productores de tomates en el ano 1980 fueron
Estados Unicdos, Rusia, China, Italia, Turquia, Egipto y Espana.
Nuestro pais mostrd las mismas variaciones observadas a nivel
mundial, en el término de 4 anos (82/86) la produccidén aumentd
de 572 a 824 miles de toneladas y el &rea sembrada de 29,8 a
38,7 miles de hectdreas. Las zonas de mayor produccidn se en-
cuentran en las provincias de Mendoza, Buenos Aires y Santiago
del Estero con 23,3; 20,0 y 17,7% del total, respectivamente

(INDEC, enero-marzo, 1987).
1.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL FRUTO
El cuerpo de este fruto conocido como pericarpio se desa-

rrolla a partir de la pared del ovario. Su interior presenta

cavidades loculares que contienen las semillas en un tejido



parenquimatoso de consistencia viscosa originado en la placen-
ta. La Figura 1 muestra un corte transversal de un fruto madu-
ro en el que se han indicado las partes que lo constituyen.

El fruto estd compuesto fundamentalmente por agua siendo
su contenido del 91% en estado inmaduro y de 93% en el maduro.
Los azflicares solubles también se hallan en un nivel importante
ya que constituyen el 1,5 - 4,5% del peso fresco del fruto. En
tre ellos glucosa y fructosa son los que predominan, encontrén
dose también sacarosa pero en una proporcidén menor (0,4%). Ade
mas, se ha detectado la presencia de una cetoheptulosa y de ra
fincsa en cantidades muy pequenas (Williams y Bevenuc, 1954;
Airan y Barnabas, 1953). Algunas especies del género Lycopersi
con, ampliamente utilizadas como material genético, contienen
gran cantidad de sacarosa y niveles relativamente pequenos de
glucosa y fructosa (Davies, 1966).

El tomate también contiene almidén. Sando (1920) halld
que el contenido de este polisacé&rido decrece desde el 1% en
fruto inmaduro hasta el 0,1 - 0,15% en fruto maduro. Otros au-
tores han informado contenidos inferiores en el fruto maduro,
del orden de 0,012 - 0,052% (Rosa, 1925, 1926; Saywell y Cruess,
1932).

Este fruto tiene gran importancia como fuente de vitamina
C (4cido ascdérbico) ya que contiene en promedio 25 mg/100 g de
peso fresco (Olliver, 1967). No existen datos concluyentes res
pecto de las variaciones que puede sufrir el contenido de este
compuesto durante el proceso de maduracibén. Varios autores han

informado que el contenido de vitamina C permanece constante
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durante dicho proceso (Maclinn y Fellers, 1938; Wokes y Orgon,
1943; Kaski y col., 1944). Sin embargo, otros autores han en-
contrado un aumento en vitamina C a medida gue el fruto madura
(Georgiev y Balzer, 1962; Fryer y col., 1954; Dalal y col.,
1965, 1966). También se ha detectado un mayor contenido en dci
do ascdrbico en variedades de tomate que maduran m&s rapido
(Clutter y Miller, 1961).

El color superficial de los tomates es de gran importan-
cia, va que constituye uno de los principales criterios de ca-
lidad para estos frutos. El color verde del estado inmaduro se
debe a la presencia de clorofilas, el contenido de las mismas
disminuye a medida que avanza el estado de madurez de los fru-
tos. Asimismo, durante el proceso de maduracidén hay sintesis
de pigmentos, tales como R-caroteno, xantofilas y licopeno,
siendo este (ltimo el responsable de la coloracidn roja carac-

teristica de este fruto.

1.3. MADURACION DE LOS FRUTOS

Se conoce como maduracidén a una serie de eventos metabdli
cos que provocan cambios en la coloracidn, desarrollo de aroma,
ablandamiento del fruto, etc.

Los frutos pueden clasificarse en climatéricos y no clima
téricos segfln la variacidn de la actividad respiratoria duran-
te el proceso de maduracidén. En los frutos climatéricos hay
una elevacidn de la respiracidén acompanando la maduracidn, es-

te pico en la actividad respiratoria est8 sincronizado con



todos los cambios que ocurren en la maduracidn. Algunos frutos
pertenecientes a este grupo son tomate, pera, manzana, banana,
etc.

En los frutos no climatéricos la actividad respiratoria
no manifiesta un incremento en su valor durante la maduracidn.
Los frutos m&s caracteristicos pertenecientes a este grupo son
limones, naranjas, pepinos, etc.

La variacién en la produccidn de etileno durante la madu-
rez constituye una manera adicional de distinguir los frutos
climatéricos de los no climatéricos. El aumento de la activi-
dad respiratoria es acompanado por un incremento similar en la
produccidén de etileno (Burg, 1962; Burg y Burg, 1965a, 1965b).
Aunque el aumento en la sintesis de esta hormona puede preceder
(banana), coincidir (pera, palta) o suceder (manzana) al aumen
to de la actividad respiratoria. La concentracidén interna de
etileno en frutos climatéricos es muy amplia y puede oscilar
entre unas pocas ppm (2-3) a mds de 2000 ppm. En los frutos no
climatéricos el nivel de esta hormona durante la maduracidn
permanece en valores muy bajos del orden de 0,1 - 1,0 ppm sin
sufrir ningGn incremento.

Estas dos clases de frutos también pueden diferenciarse
en su respuesta a la aplicacibén de etileno. En los frutos cli-
matéricos tratamientos con 1 ppm de esta hormona provoca un a-
delanto en el incremento de la actividad respiratoria, siendo
la magnitud del climaterio relativamente independiente de la
concentracién de etileno aplicada. Al tratar con etileno los

frutos no climatéricos se observa un aumento de la actividad



respiratoria cuya magnitud depende de la concentracién de eti-
leno aplicada. Un segundo tratamiento a estos frutos con dicha
hormona, a diferencia de lo que ocurre con los frutos climaté&-
ricos provoca un nuevo aumento en la actividad respiratoria.
La importancia de un hidrocarburo en ia maduracién de los
frutos ya se conocia a principio de siglo, cuando se empleaban
quemadores de kerosene para provocar el desverdizado de limo-
nes y promover la maduracidn de bananas. Asimismo, tempranamen
te se establecid que ciertos frutos y otros tejidos vegetales
producian pequenias cantidades de etileno. Actualmente se consi
dera que el etileno es la hormona que controla el proceso de
maduracibn, inicidndolo en los frutos climatéricos. En ello ra
dica la importancia del estudio de su biosintesis y modo de ac

cidn.
1.4. BIOSINTESIS DE ETILENO

Con el fin de estudiar cudles son los precursores de esta
hormona, en una primera instancia se trabajdé con sistemas mode-
lo. Es asi como Lieberman y Mapson (1964) descubrieron que por
peroxidacidén el acido linolénico es degradado a etano, etileno

. . +2 - )
y otros hidrocarburos en presencia de Cu y &cido ascérbico.
Para verificar si el sistema de peroxidacién de &cido linoléni
co es mediado por radicales libres, los mismos autores adicio-
naron al sistema metionina, un atrapador de radicales libres.
Este agregado produjo contrariamente a lo esperado un gran in-

cremento en la produccién de etileno. La metionina puede actuar



como precursor de etileno en el sistema Cu+2—§cido ascbrbico
en ausencia de linolato peroxidasa. El etileno es derivado de
los carbonos 3-4 de la metionina (Lieberman y col., 1965).

Poco después del descubrimiento de Lieberman y col., se
comprobdé que la metionina servia como precursor de etileno en
otros sistemas modelo. La evidencia directa para este mecanis-
mo en el organismo vivo fue dada por Lieberman y col. (1966)
quienes hallaron que la metionina marcada en discos de pericar
pio de manzana era eficientemente convertida en etileno y como
en los sistemas modelo derivaba de los carbonos 3-4.

El hecho que los carbonos 3-4 de la metionina producen
etileno tanto en los sistemas quimicos como en los sistemas vi
vos, suglicre que los meccanismos intervinicentes en ambos son si
milares. Sin embargo, la metionina deriva en etileno en los
sistemas quimicos via metional el cual no actfa como precursor
de esta hormona en los sistemas biol6gicos.

Burg (1973) y Murr y Yang (1975) sugirieron que S-adeno-
silmetionina (SAM) era un intermediario de la biosintesis de
etileno basados en el hecho que la conversib6n de etileno requie
re oxigeno y es inhibida por dinitrofenol. Las evidencias expe
rimentales para esta aseveracibén fueron obtenidas por Adams vy
Yang (1977) quienes consideraron que si el etileno es derivado
del SAM, la metiladenina (MTA) deberfa ser un producto de la
degradacién de dicho metabolito. Ellos administraron metionina
marcada a tejido de manzana y encontraron que paralelamente a
la produccién de etileno habfa un aumento de MTA y metiltiorri

bosa (MTR), un producto de hidr6lisis del MTA. Cuando la



produccién de etileno fue inhibida por aminovinilglicina (AVG),
no se detectaron en el tejido ni MTR ni MTA.

Desde hace mucho tiempo se conoce que las atmésferas de
nitr6geno inhiben la produccién de etileno (Hansen, 1942; Burg
y Thimann, 1959). Esta situaci6én se revierte al reponer el te-
jido al aire. Adams y Yang (1979) compararon el metabolismo de
metionina en aire y en atmésfera de nitrdgeno y observaron que,
mientras en aire la metionina era eficientemente convertida en
etileno, en la atmbésfera de nitrégeno se formaba MTR y un com-
puesto posteriormente identificado como &cido l-aminociclopro-
pano-l-carboxilico (ACC). Al transferir el tejido mantenido en
anaerobiosis al aire el ACC se transformaba répidamente en eti
leno, indicando que este metabolito es uno de los intermedia-
rios en la via de sintesis de dicha hormona. En base a todo lo

expuesto la secuencia de sintesis de etileno seria:

MET ————> SAM —— > ACC —— > etileno

El AVG, conocido inhibidor de reacciones de enzimas media
das por fosfato de piridoxal (Rando, 1974) inhibe intensamente
la conversién de metionina a etileno, no asi la transformacién
de MET a SAM, ni la conversi6n de ACC a etileno. Estos resulta
dos indican que este inhibidor actia en el paso de conversifn
de SAM a ACC y en consecuencia que el mismo estd mediado por
una enzima dependiente del fosfato de piridoxal (Adams y Yang,

1979).

Boller y col., (1979) mostraron que un extracto libre de



células preparado a partir de tomate era capaz de convertir SAM
en ACC, la enzima interviniente en dicha conversién era soluble
e intensamente inhibida por AVG y utilizaba SAM especificamente
como sustrato siendo su Km del orden de 13 uM. Yu y col. (1979)
empleando SAM marcado en una preparacién enzimdtica de tomate
confirmaron que el mismo fue convertido en ACC y MTR. Estos mis
mos autores mostraron que bajas concentraciones de fosfato de
piridoxal activan a la ACC sintetasa (enzima responsable de la
transformacién de SAM a ACC) y que dicha enzima era inhibida
por el 4cido aminooxiacético (AOA) (otro conocido inhibidor de
enzimas dependientes del fosfato de piridoxal) (Yu y col., 1979).
Su peso molecular es del orden de 55.000 daltons (Acaster vy
Kende, 1982) y su pH 6ptimo es de 8,0-8,5 (Boller y col., 1979;
Yu y col., 1979).

La purificacién de la ACC sintetasa en tomate ha sido di-
ficil dado que su concentracién es muy baja y es altamente in-
estable. Acaster y Kende (1982) informaron haber purificado es
ta enzima unas setenta veces después de una precipitacién frac
cionada con SO4(NH4)2, filtracién en gel, cromatografia de afi
nidad y cromatografia de interaccién hidrofébica.

Actividad de ACC sintetasa fue encontrada en melones (Hof
fman y Yang, 1982a), hipocotiledones de garbanzo (Yoshii e Imase
ki, 1981), tejido de piel de pepino (Wang y Adams, 1982), cds-
cara de naranja (Riov y Yang, 1982), etc.

Cuando ACC fue administrado a varios 6rganos de plantas
de distintas especies se observ6é un incremento en la sintesis

de etileno (Cameron y col., 1979; Lurssen y col., 1979). Esto
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sugiere que el sistema formador de etileno es constitutivo Y
que la formacién de ACC es la etapa limitante en estos tejidos.

Varios compuestos lipofilicos tales como fosfatidilcolina,
tween 20, tritén X-100, asfi como tratamientos de shock osméti-
co, los cuales pueden modificar la estructura de las membranas,
reducen grandemente en tejido de plantas la velocidad de sinte
sis de etileno (Imaseki y Watanabe, 1978; Odawara y col., 1977).
Estos tejidos al ser homogeneizados pierden la capacidad de
formacién de hormona. Estas observaciones han sugerido que el
sistema formador de etileno es altamente estructurado y que re
quiere la integridad de membrana (Lieberman, 1979).

Investigaciones llevadas a cabo por Hoffman y col. (1982c)
mostraron que a pesar que el ACC es una molécula con simetria,
el sistema formador de etileno posee estereodiscriminacién pa-
ra grupos metilos equivalentes.

Recientemente Guy y Kende (1984) observaron que vacuolas
aisladas de protoplastos retienen el 80% de la produccién de
etileno de los protoplastos. Este sistema posee estereodiscri-
minaci6én, concordando con los resultados antes mencionados.
Ademés es sensible a Co+2 y a disruptores de membrana; por lo
que los autores concluyen que la vacuola es uno de los sitios
en donde se produce etileno, pero no el (nico.

Si a frutos climatéricos inmaduros se le administra etile
no se desencadenan los procesos que conducen a la maduracién
de los frutos y adem&s se produce un aumento de la sintesis de
etileno. Este aumento es debido a la estimulacién autocataliti

ca del etileno, efecto debido a la induccién producida por
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esta hormona de las enzimas intervinientes en su sfntesis
(Buefler, 1984, 1986; Liu y col., 1985).

El etileno no es el dnico metabolito en que puede derivar
el ACC. Hoffman y col. (1982b) hallaron que el mismo puede ser
transformado ademads en N-malonil-ACC (MACC). Varios tejidos

tienen capacidad de transformar el ACC a MACC (Amrhein y col.,

1981) . Este metabolito no se convierte en etileno y su trans-
formacién a ACC es casi irreversible (Hoffman y col., 1983a,
1983b) .

En la Figura 2 se resume el estado actual de conocimiento

en la via de sintesis de etileno.

1.5. PERDIDAS POSTCOSECHA

Es conocido que entre la cosecha y el consumo de produc-
tos hortifruticolas, existen grandes pérdidas, debidas a dife-
rentes factores. Estas son las denominadas pérdidas postcose-
cha.

Varios autores han informado que en el caso del tomate es
te tipo de pérdidas son muy altas, algunos hablan del 20 - 50%
(Coursey, 1971; Steppe, 1976). En Nigeria un 21% de las pérdi-
das se producen por enfermedades de campo y entre el 5 y 20%
se deben a descarte en el mercado (Onesirosan y Fatunla, 1976).
En la RepGblica Dominicana el 42% de las pé€rdidas postcosecha
se producen antes de entrar al mercado por estar los tomates
sobremaduros (Mendoza, 1977).

En la Argentina no existen estadisticas sobre el porcentaje
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cién es normalmente suprimida y es la etapa limitante

de la velocidad de la via; (mmp): induccién de la sin
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13

de pérdidas postcosecha. No obstante, se sabe que las principa

les causas que las provocan son el dafo mecdnico y sobremadura-

cién de los frutos.
Las causas principales que ocasionan las pérdidas postcose
cha en tomate son de distinta naturaleza:

Biolbégicas: consumo y dano por insectos, p&jaros, grandes ani-
males, bacterias, hongos, etc.

Quimicas y bioqufmicas: reacciones no deseables de los compues
tos presentes, contaminaci6én de los tomates con
pesticidas, etc.

Mecénicas: debidas a golpes durante el manejo de los frutos.

Fisicas : excesivo calor o frfo, deficiente frio, atmbsfera
no apropiada durante el almacenamiento.

Fisiolbégicas: senescencia de los frutos, maduracién anormal,

tumores y dem&s enfermedades.

1.6. REDUCCION DE PERDIDAS POSTCOSECHA

Dada la gran importancia econdmica que tienen estas pérdi
das resulta indispensable su reducci6n.

El problema puede ser abordado desde diferentes &ngulos,
siendo uno de ellos el de prolongar la vida comercial de los
frutos sin desmedro de su calidad. Esto se puede lograr median

te un adecuado almacenamiento.
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1.6.1. Almacenamiento a baja temperatura

El uso de las bajas temperaturas, pero superiores al
punto de congelamiento del tejido vegetal, constituye el méto-
do de conservacién més tradicional para los productos hortifru
ticolas frescos, ya que reduce los deterioros debido a la ma-
duracién , senescencia y enfermedades. No existe tna Gnica tem
peratura ideal para el almacenamiento refrigerado de estos pro
ductos, debido a la amplitud de sus respuestas a las bajas tem
peraturas.

Asi, existen frutos que sufren dafios fisiol6gicos cuando
se los expone un cierto tiempo a temperaturas cercanas al pun-
to de congelacién. En algunos productos el grado de sensibili-
dad al frio depende del estado de madurez. Este es el caso del
tomate, el cual es muy propenso a sufrir danos por frio cuando
se lo almacena en su estadio verde-maduro, por lo cual la tem-
peratura de la c&mara debe estar entre 10 - 12°C. Por el con-
trario cuando ya ha madurado no sufren danos por frio y la tem

peratura de conservacién debe ser necesariamente inferior.

1.6.2. Almacenamiento en atm6sfera modificada o controlada

El almacenamiento de frutos a baja temperatura puede
llevarse a cabo en aire (refrigeraci6én normal) o en una atmds-
fera de composicién distinta al aire (refrigeracibén en atmésfe
ra modificada o controlada). Las atmbésferas méds utilizadas pa-
ra retrazar la maduracién son las empobrecidas en oxigeno con

o sin altos contenidos de diéxido de carbono en la atmésfera.
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En el caso de tomate se han utilizado con &xito atmb6sfe-

ras conteniendo 3% O 97% N

o 2 (Parson y col., 1970); 4% coz,
92% N2 (Goodenough y col., 1982); 1, 3, 10% 02, resto N2 (sa-
lunkhe yWu, 1973), 4 - 8% 02, 1 - 2% CO, y resto N, (Dennis vy

col., 1979).

1.6.3. Otros sistemas de almacenamiento

Buescher (1979) estudi6 la influencia del diéxido de
carbono sobre la maduracibén y deterioro postcosecha de tomates.
Dicho autor encontr6 que la produccién de etileno y el desarro
llo de color era menor en los frutos expuestos al diéxido de
carbono en una concentracién del orden del 20%, tenores mayo-
res de dicho gas producen un deterioro marcado de los frutos.
También se han estudiado tratamientos intermitentes con altas
concentraciones de di6xido de carbono, con el fin de reducir el
deterioro que produce dicho gas (Buescher, 1979; Marcellin y
Chaves, 1982).

Otro sistema que se ha empleado en el almacenamiento de
tomates es la atm8sfera hipob&rica. Esta técnica se fundamenta
en el hecho que al disminuir la presién de la atmdésfera se eli
mina el etileno y los gases de la respiracibén producidos por
los frutos. Al extraer de la atmbsfera el etileno, y al hallar
se el oxigeno en una baja concentracién (lo que inhibe la sin-
tesis de etileno ademds de disminuir la velocidad de respira-
cién) se aumenta el tiempo de vida Gtil de los frutos. Wu y

col. (1972) usando esta técnica lograron aumentar la vida
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comercial de tomates por 65, 52 y 30 dfas usando una presién

de 102, 278 y 471 mm Hg respectivamente.

1.7. HIPOTESIS DE TRABAJO

Es conocido desde hace tiempo, que el etileno desencadena
el proceso de maduracidn de los frutos climatéricos. Asimismo,
se ha encontrado en frutos tratados con esta hormona un aumen-
to de las enzimas intervinientes en su sintesis; efecto que es
inhibido por altas concentraciones de didxido de carbono. Es-
tos hechos nos llevaron a pensar que el didxido de carbono po-
dria ejercer su accidn a través de la reduccidén de la cantidad
y/o actividad de alguna o algunas de las enzimas intervinien-
tes en la formacidn de etileno lo que provocaria una disminu-
cidén de su nivel y por ende una demora en la maduracidn de los

Liulos.

1.8. OBJETIVOS

Mediante el presente estudio se intentar8 determinar el
modo de accidén de las atmdsferas modificadas (enriquecidads en
didéxido de carbono y/o empobrecidas en oxigeno) sobre la vida
de sintesis de etileno. En una primera etapa se trabajard en
sistemas "in vitro" (discos de pericarpio de tomate y extrac-
tos enzimdticos de ACC sintetasa) como aproximacidén al fruto

entero. Posteriormente se realizardn experimentos de
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almacenamiento con fruto entero, a fin de corroborar los resul-
tados obtenidos en las experiencias "in vitro" y estudiar otros
cambios metabblicos que se producen durante el almacenamiento y

maduracidn de tomates.



MATERIALES Y METODOS
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2.1. EXPERIENCIAS CON DISCOS DE PERICARPIO

2.1.1. Material vegetal

Se trabajd con tomates (Lycopersicon esculentum Mill c.v.
Platense) en el estado verde maduro. A partir de estos tomates
se obtuvieron, por medio de un sacabocado, discos de 0,8 cm de
didmetro y 3 mm de espesor, a los que se les quité la piel que-
dando los discos formados sblo por pericarnio. Dichos discos
permanecieron a 28°C durante una noche en oscuridad sobre papel
de filtro mojado con agua destilada, a efectos de eliminar el

etileno producido por el corte del tejido.

2.1.2. Incubacibn

Cuatro discos de pericarpio de tomate (aproximadamente
un gramo) fueron incubados a 25°C en frascos del tipo penicili-
na con 3 ml de medio pH = 6,9 conteniendo sorbitol 600 mM,
PO,HNa, 100 mM y cloranfenicol 50 x 107° gr/ml. La fase gascosa
de los frascos se barri6 varias veces con la mezcla de composi-
cién deseada (2.3.). Los frascos fueron herméticamente sellados
mediante un tap6n de latex y un prescinto de aluminio. A distin
tos tiempos se midi6 la composicién de la atmbdsfera y el etile-
no producido. En aquellos experimentos donde se incubaron los
discos en atmbsferas enriquecidas en didxido de carbono seluti-
lizd ademds del buffer fosfato un buffer de CO3H——C03-2 (véase

regulacién de la concentracién de dib6xido de carbono).

En los ensayos donde se dese6 aumentar el contenido de
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ACC de los discos se incubd el tejido en el medio mencionado an
teriormente al que se le adiciond ACC en la concentracién ade-
cuada.

2.2. EXPERIMENTOS CON TOMATES ENTEROS

2.2.1. Material vegetal

Se trabajd con tomates (Lycopersicon esculentum Mill c.v.
Platense). Los tomates fueron cosechados en el estado vercde ma-

duro el dia anterior a ser utilizados.

2.2.2. Almacenamiento

Para almacenar los tomates enteros se utilizaron celdas
cGbicas de 27 cm de lado con una tapa superior que garantizaba
una adecuada hermeticidad. En la parte superior existian dos
perforaciones, por una de ellas ingresaba la mezcla de gases vy
la otra estaba conectada a una "T" de vidrio que poseifa un ex-
tremo obturado con un septum y otro que pescaba en el agua des-
tilada contenida en un tubo de ensayo. Este dispositivo se uti-
liz6 para tomar las muestras gaseosas (Figura 3).

Lotes de 25-30 tomates fueron ubicados en las celdas a
las cuales se les hizo pasar durante todo el almacenamiento la
mezcla gaseosa de composiciédn deseada o aire humidificado.

En los ensayos realizados a la temperatura de almacena-
micnto de 10 + 2°C las celdas se ubicaron en una cdmara frigo-

rifica; en tanto que cuando se trabaj6 a 25 * 2°C las mismas
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permanecieron en un cuarto de temperatura controlada.

2.3. PREPARACION DE LAS MEZCLAS GASEOSAS

2.3.1. Método dinémico

Esta técnica se utilizd en la preparacién de atmbsferas
empobrecidas en oxigeno y enriquecidas en diéxido de carbono y
en aquéllas solamente empobrecidas en oxigeno. Este método con-
siste en mezclar aire con un volumen adecuado de nitrdgeno (en
el caso de atmdsferas con oxigeno disminuido) y diéxido de car-
bono (en las empobrecidas en oxigeno y enriquecidas en didxido
de carbono). En la figura 4 se muestra un diagrama del equipo
usado. Independientemente de los gases a mezclar siempre existe
una primera etapa de humidificacién de los mismos. En una segun
da etapa se regula el caudal de cada uno de los gases mediante
un capilar calibrado. Se emple6 una fuga con el fin de mantener

el caudal constante.

2.3.2. Método est&tico

Esta técnica se utilizd para preparar mezclas gaseosas
enriquecidas en di6xido de carbono donde el nivel de oxigeno
permaneci6 en 21%. La misma consiste en la adicibén de oxigeno,
diéxido de carbono y nitr6geno en cantidades adecuadas a una ga
rrafa para gases. La garrafa permaneci6 en reposo un dia, se sa
cdé una muestra y se determiné la composicién de la mezcla resul

tante como se describir& mis adelante (seccibébn 2.5.).



22

Aireador capilar

Regulador
= de MEZCLA
Humidificador Caudal GASEOSA
(fuga) RESULTANTE

capilar

- Regutador
de

Caudal
Humidificador (fuga)

[igura 4: Esquema del dispositivo utilizado para la preparacidn

de las mezclas gaseosas por el método dindmico.
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2.4. REGULACION DE LA CONCENTRACION DE DIOXIDO DE CARBONO

Las concentraciones de di6éxido de carbono atmosféricas en
los frascos de incubacibén se simularon utilizando mezclas de
bicarbonato-di6xido de carbono (Ranson y col., 1960; Bendall vy
col., 1960). Las concentraciones molares de las soluciones de
CO3H_ correspondientes a los distintos porcentajes de CO2 y di-

ferentes temperaturas se calcularon mediante la ecuacién de

Henderson=llasselbach (1), (Umbreit y col., 1949).
_ aP.%CO2
pH = pK + log (CO3H ) - log ———— (1)
760 x 2240

donde:

pli es el pH deseado.

pK = - log K; (donde K es la constante de equilibrio para la
primera disociacién del CO3H2).

P

presién atmosférica en mm de Hg.

1
}

a = solubilidad del COZ‘

& CO, = porcentaje de CO

5 del gas en equilibrio a la presidn

2
atmosférica.
Para el cdlculo se tomd P = 760 mm Hg y pH = 6,9.

De esta manera se prepar6 una solucién de COBH_ de mola-
ridad que correspondia a una concentracién en equilibrio de CO2

igual al 20%, la que se estabiliz6 mediante el pasaje de una

mczcla gaseosa conteniendo 20% CO,. 16% O, vy 64% N,.

2.5. ANALISIS DE LAS ATMOSFERAS

Para determinar la composicién de los gases de la atmésfera
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de los frascos, de las mezclas gaseosas preparadas o de las at-
mésferas de las celdas de almacenamiento se extrajo una mucstra
de la fase gaseosa de 0,025 ml. El andlisis de dicha muestra se
rcalizé en un cromatdgrafo gaseoso Shimadzu GC-6A usando un de-
tector de conductividad térmica y dos columnas conectadas en se
ric, una de silica gel a 117°C y la otra de tamiz molecular 5A

A 0°C. Tia corrida se llevé a cabho a 117°C. Como carrier sc usd

hidrégeno a un caudal de 0,90 ml/hr.

2.6. DETERMINACION DE METABOLITOS

2.6.1. Determinacién del contenido de ACC

2.6.1.1. Extrnaccdidn de ACC

En los experimentos gue se llevaron a cabo con discos,
éstos se sacaron del medio de incubaci6én al cabo de 3 horas, sc
lavaron varias veces con agua destilada y se guardaron a -60°C
hasta su procesamiento.

En los ensayos realizados con tomates enteros se deter
mind el contenido de ACC en el pericarpio y en el tomate entero.
Se cortd el tomate en octavos, a dos trozos opuestos se les quil
tO todo el tejido que no fuera pericarpio y otros dos octavos
también opuestos se tomaron enteros. Ambos tejidos fueron al
igual que los discos almacenados a -60°C.

Todos los tejidos congelados se procesaron de igual
forma. Los mismos se trataron con etanol 80% (neutro) en una re

lacién de 3 ml de alcohol por gramo de muestra. Posteriormente
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s¢ llevd a ebullicién durante 5 minutos, luego se filtr6 a tra-
vés de gasa y se centrifugb a 10.000 g durante 15 minutos. Se-

guidamente se evapord el alcohol en un evaporador rotatorio Bu-
chi HB140 conectado a una bomba de vacfo. La temperatura del ba
no fue de 40°C. Finalmente el extracto obtenido fue liofilizado
y el residuo se resuspendi6 en agua destilada. Una alfcuota del

mismo fue utilizada para determinar ACC.

2.6.1.2. Detenminacién de ACC

La determinacién de ACC se llevd a cabo por el método
de Lizada y Yang (1979). El mismo consiste en oxidar quimicamen
te cl ACC a etileno utilizando como oxidante ClO en medio alca
lino y Hg+2 como catalizador. La reaccién se realizdé a 0°C en
un recipiente herméticamente sellado. De la fase gaseosa se
tomé una muestra de 0,5 ml y se dosd el etileno formado de la
mancra descripta en la secci6n 2.6.4. Con el fin de determinar
el porcentaje de conversién de ACC a etileno se realizaron cur-

vas de calibracién con ACC adicionado a los frascos conteniendo

cantidades conocidas de extracto.

2.0.2. Determinaci6n del contenido de MACC

2.6.2.1. Extrhacedlon de MACC

LLa variacién de MACC se analiz6 en los tomates entcros
alnacenados. La extraccién se llev6 a cabo de igual manera que

para ACC (seccibn 2.6.1.1.).
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2.0.2.2. Deternminacdidn de MACC

Para la determinacién de MACC se utilizé la muestra en
donde se determind ACC, empleandn 1a téenica Aescripta por 1ar
fman (1982b). La misma consiste en la hidrélisis del MACC en una
solucibn de HCl 6 N durante 1 hora a 100°C en un frasco de peni
cilina herméticamente sellado. Una vez transcurrido el tiempo
el frasco se abri6 y se le adiciondé NaOH hasta neutralizar la
acidez. El ACC formado se dosd por el método de Lizada y Yang
descripto en la seccibn 2.6.1.2.. El contenido de MACC se calcu
15 por diferencia entre la cantidad de ACC determinada antes vy

decspués de la hidrb6lisis con HCI.

2.6.3. Determinacidn del contenido de azfcares solubles

2.6.3.1. Extnaccddn de azdcares solubles

En los experimentos realizados con tomates enteros se
decidi6é estudiar la variacién del contenido de azGcares solu-
bles a lo largo del almacenamiento. Los azfcares se extrajcron
con etanol neutro 80% agregandose a un gramo de tejido 3 ml de
alcolhol. El tejido se procesd como en la extraccién de ACC (sec

cidén 2.6.1.1.) y MACC (seccibn 2.6.2.1.).

2.6.3.2. Sepanacidn de azicanres pon TLC

Los azfcares extrafdos por la técnica descripta en
2.6.3.1. fueron analizados por cromatografia en capa fina. El

soporte usado fue silicagel Kieselgel 6OF254 marca Merck.
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2.06.3.2.1. El solvente de corrida utilizado fue n-propanol /ace-
tato de etilo/agua (70:20:10).
Antes de cada corrida las placas fueron activadas a 110°C

dnvante 1 hora y la cuba saturada con el solvente de corrida.

2.6.3.2.2. Siembra y corrida de la muestra: Las muestras se sem
braron en forma puntual a 2 cm del borde inferior de la placa.
Los voldmenes sembrados en cada caso fueron:

Volumen de siembra
3

Muestras 6 x 10 - ml
Patrones individuales de azfcares 6 X 10_3 ml
Patrones mezcla de azfcares 6 x 10 ° ml

La corrida dur6 aproximadamente 4 horas. Se trabajé apro

ximadamente a 20 + 2°C.

2.6.3.2.3. Revelado de las placas: Una vez concluida la corrida,
la placa se secd con aire caliente y seguidamente se sumergié

en un recipiente conteniendo el liquido revelador. La revclacidn
fuc instantanea, luego de lo cual la placa se secd y llevd a es

tufa a 100-110°C, hasta desarrollo de color.

2.0.3.2.4. Revelador: El revelador empleado contenia 5 ml de a-
nisaldehido, 180 ml de metanol, 5 ml de &cido sulfflrico y 2 ml

de acido acético.

2.6.3.2.5. Densitometria: El color de las manchas se cuantificd

por reflexi6n mediante el empleo de un espectrodensitémetro
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Shimadzu de doble haz Scanner CS-910. La longitud de onda emplea
da fue de 570 nm para la muestra y 395 nm para la referencia. La
salida del espectrodensitdmetro se conecté a un registrador in-

tegrador C-R1A Chromatopac.

2.6.3.2.6. Para el andlisis de azlcares se utilizaron patrones
individuales de concentraciones conocidas (1 mg/ml) y mezclas
de los mismos se prepar6 de manera tal que la concentracidén fi
nal de cada uno en la mezcla fuera de 1 mg/ml. Asi se pudieron
obtener los Rf de cada uno de los azlcares e identificar por
comparacién aquéllos obtenidos en las muestras. E1 Rf se calcu-
16 de acuerdo a la siguiente relacién:

distancia recorrida por la mancha

Rf —
distancia rccorrida por cl Licnte

cn las condiciones de corrida, los Rf de los patrones de azGca-
res fueron:
rafinosa : 0,21

sacarosa : 0,59

o
-

o)}

w

glucosa

fructosa

o
-

o)}

(o)

2.6.4., Determinacién de etileno

Con el fin de dosar el etileno formado ya sca por oxida-
cién guimica del ACC (método de Lizada) o el producido por dis-
cos o tomate entero se tomaron muestras gaseosas de 0,5 ml. El

ctileno contenido en las mismas se determiné por cromatografia
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gascosa usando un cromatégrafo Shimadzu GC-6A. El dectector em-
plecado fue el de ionizacién de llama, los gases formadores de
la misma aire e hidr6geno a una presién de 0,5 0,5 K 2
5y 0,5 Kg/cm™ res
pectivamente. La columna usada fue Porapack Q. La corrida se
llevd a cabo isotérmicamente a 117°C, el carrier fue nitrégeno
con un caudal 0,60 ml/hr. La salida de este equipo se conectd a

un registrador integrador Shimadzu C-R1A Chromatopac
2.7. DETERMINACION DE ENZIMAS

2.7.1. ACC sintetasa

2.7.1.1. Obtencdidn de extrnacto crude de ACC sintetasa

Se obtuvieron discos de pericarpio de tomates al estado
verde maduro tal como se describid en la seccibén 2.1.. Dichos
discos fueron danados por corte y se los dejdé a 28°C en oscuri-
dad por espacio de 3 horas. Al cabo de este tiempo se extrajo
la cnzima con buffer pH = 8,0 conteniendo Hepes 100 mM, fosfato

6 M, DTT 4 mM, PVP 5% p/v en una relacidn

de piridoxal 8 x 10
de 1 ml de buffer por gramo de tejido. Previamente el tejido

fuc congeclado con el fin de favorecer la extraccién de la enzi-
ma. La homogenizacién se realiz6 en un mortero, el cue fue man-
tenido en un bano agua hielo a fin de trabajar a baja temperatu
ra. Il buffer fue enfriado en el mismo bano antes de ser usado.

Scguidamente el extracto obtenido se filtré a través de gasa y

sc centrifugd a 10.000 g durante 15 minutos.
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2.7.1.2. Determinacion de La actividad de La ACC sintetasa

Para la determinacién de la actividad de la ACC sinte-
tasa se llev6 a cabo de la manera descripta por Yu v col. (1979).
Se adicion6 0,200 ml del extracto enzimidtico crudo de ACC sinte
tasa a 0,400 ml de la mezcla de incubacién. El pH de la mezcla
resultante fue 8,0 y las concentraciones finales de los compo-
nentes presentes en la mezcla de incubacién fue Hepes 100 mM,
DTT 0,4 mM, fosfato de piridoxal lO_5 M y SAM 10_5 M. Al cabo
de 3 o 4 horas (seglin la actividad del extracto) se detuvo la
reaccibn por el agregado de 0,100 ml de Cleg 10 mM. El1 volumen
dc la mezcla de reaccibén se llev6 a 0,900 ml y se dosd el ACC
formado por el método de Lizada y Yang.

En los experimentos en que se estudid el efecto del di
6xido de carbono sobre la actividad de esta enzima, fue necesa-
rio agregar a la mezcla de incubacién bicarbonato de sodio con
el fin de regular el porcentaje de di6xido de carbono en la at-
mésfera. Con el objeto de estudiar si el aumento de la fuerza
i6nica producido por el agregado de CO3H- al medio de reacciébn
afectaba la actividad de la ACC sintetasa se usaron las mismas
mezclas de incubacién pero con el agregado de cloruro de sodio

en concentracién tal que igualara el aumento de fuerza ibnica

antes mencionado.

2.7.2. Invertasa

2.7.2.1. Extnaccddn de Lnvertasa

En los experimentos de almacenamiento de tomate se



siguid la variacién del contenido de invertasa en el pericarpio.
Para ello se extrajo la invertasa usando un buffer pH = 7,5 con
teniendo tris 0,1 M, EDTA 0,05 mM y PVP 1% p/v, en una relacidn
de un gramo de tejido por mililitro de buffer. El extracto se
filtr6 a través de gasa y se centrifugé a 10.000 g en una cen-
trifuga Sorvall durante 30 minutos. El sobrenadante obtenido se

utilizd para determinar la actividad de invertasa.

2.7.2.2. Determinacibn de La actividad de La {nverntasa

Para determinar la actividad de esta enzima se adicio-
né 0,50 ml del sobrenadante obtenido tal como se menciond en la
seccibn 2.7.2.1. a 1,5 ml de la mezcla de incubacién. El pll dc
la mezcla resultante fue de 5,5 siendo la concentracién final
dc los participantes sacarosa 0,25 M, buffer acético-acetato
0,50 M. La reaccibn se detuvo a los 15 minutos con 2 ml del re-
activo de cobre con baja alcalinidad descripto por Cronin y col.
(1979). Se llevd a ebullicibén 10 minutos y luego se lo enfrid
bajo canilla. Se le adicioné 1 ml del reactivo arsenomolibdico
descripto por el autor antes citado y se diluy6 el contenido cn
50 ml de agua destilada. Se midi6 la absorbancia contra el blan

co a 520 nm.

2.8. DETERMINACION DE PROTEINAS SOLUBLES

Para la determinaci6n de proteinas solubles se empleé el
método de Bradford (1976), usando albGmina bovina como standard

para la curva de calibraci6n.
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2.9. DETERMINACION DEL COLOR SUPERFICIAL

En los ensayos llevados a cabo con tomates enteros se mi-
did la luminocidad (L), el grado de rojo (a) y el grado de ama-
rillo (b) empleando un colorimetro HunterLab Color Difference
Metcr D 25 el que fue calibrado con un plato blanco standard
(L: 92,87; a: -0,9; b: 0,6). E1l desarrollo de color de los fru-

tos se sigui6 por la variacién en la relacibn a/b.



RESULTADOS Y DISCUSION



LI'ECTO DE LA ATMOSFERA SOBRE LA SINTESIS
DU ETILENO. SISTEMAS "IN VITRO"



Se considera que el etileno es la hormona desencadenante
de todos los procesos que conducen a la maduracién de muchos
frutos (Burg y Burg, 1966; Lieberman y col., 1974; wWang y iel-
lenthin, 1977) entre los gue se encuentra el tomate. Es sabido
aquce para su sintesis se recuiere la transformacién de metioni-
na (Met) en S-adenosilmetionina (SAM) la que deriva en la for-
macién de acido l-aminociclopropano-l-carboxilico (ACC) y por
Gltimo en etileno (Burg, 1973; Murr y Yang, 1975; Adams y Yang
1977; Adams y Yang, 1979; Boller y col., 1979).

El interrogante que nos planteamos fue el siguiente:
¢Ooué influencia tienen el di6xido de carbono y el oxiIgeno cn
la sintesis de esta hormona? especialmente sobre las dos Glti-
mas etapas de conversién, dado que la primera de ellas es co-
mGn con la sintesis de poliaminas o reacciones de transmetila-
cién (Even-Chen y col., 1982; Roberts y col., 1983).

Se decidi6é entonces utilizar discos de pericarpio de to-
matce para estudiar el sistema interviniente en la oxidacién de
ACC a etileno, puesto que el mismo aGn no ha podido ser aisla-

do ¢on forma activa como sistema libre de células y un extracto

cnvimdtico de ACC sintetasa para analizar la conversién de SAM
a HhCeC.,
3.1. CONVERSION DE ACC EN ETILENO

Adams y Yang (1979) trabajando con discos de manzana
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usando metionina marcada con 14C observaron que en anaerobiosis
no se producia etileno y que se acumulaba un metabolito radiac-
Fivae, o1 aque desaparecfa al reponer aire Al sistema. Dicho meta
bolito fue identificado como el &cido l-aminociclopropano-1l-car
boxflico (ACC). Estos resultados mostraron claramente la necesi
dad de oxigeno en la sintesis de etileno, pero afin no se ha po-
dido dilucidar el mecanismo interviniente en la oxidacién de
ACC que permite la produccién de la hormona.

Para llevar a cabo nuestros estudios empleamos tomates en
el cstado verde maduro considerado 6ptimo para la conservaci6n.
Inicialmente se caracterizd el sistema en estudio y luego se de
termind el efecto del oxigeno y diéxido de carbono sobre el sis

tema formador de etileno.

3.1.1. Eleccibn de las condiciones de ensayo

3.1.1.1. Produccdén de etileno en funcidn del tiempo

Con el objeto de caracterizar el sistema en estudio se
detcrmind la oxidacién fisioldgica del ACC a etileno en funcidn
del tiempo de incubacién. Previamente a la realizacién de las
experiencias, los discos de pericarpio de tomate permanecieron
durante 16 a 20 horas en oscuridad a 28°C para eliminar la pro-
duccidén de etileno debida al corte (Kende y Boller, 1981). Se
decidi6 no trabajar con el etileno producido por corte por ser
éste muy dependiente del estado fisiol6gico del tomate, del es-
pesor de los discos y del tipo de corte, lo que puede conducir

a variaciones importantes en los resultados. De acuerdo a los
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¢studios realizados por Kende y Boller (1981) la sintesis de
hormona cn los discos de pericarpio de tomate mantenidos en las
condiciones mencionadas es comparable a la correspondiente a to
matces enteros en el mismo estado de madurez.

A partir de discos de pericarpio incubados de la manera
descripta en Materiales y Métodos (Secci6n 2.1.2.), se extraje-
ron a distintos tiempos muestras de la fase gaseosa y se anali-
26 cl contenido de etileno (Seccién 2.6.4.). Cada muestra fue
extrafda de diferentes frascos de incubaci6én para evitar posi-
blcs errores debidos a la infiltracién de aire en los mismos du
rante la extraccién. Los resultados obtenidos se muestran c¢n la
FFigura 5 donde se presenta el etileno producido (pmoles/g) en
funcién del tiempo. En ella se puede observar que la produccién
dc hormona aumenta durante las tres primeras horas de incuba-
cién, tendiendo luego a un valor constante. En base a estos re-
sul tados decidimos emplear un periodo de 3 horas de incubacién
en los préximos experimentos. Cabe senalar que en estas expe-
ricncias el contenido de ACC en los discos de pericarpio era de

aproximadamente 16 nmoles/g.

3.1.1.2. Efecto def ACC sobre el sistema formadorn de etilenc

Dado que el contenido de ACC de los discos de pericar-
pio de tomate varia entre los distintos cultivares o las dife-
rcnles zonas de producciébn se analiz6 la dependencia del siste-
ma formador de etileno con respecto a dicho metabolito. Los dis

cos, al igual que en el ensayo anterior, permanecieron 16 a 20
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heras en la oscuridad a 28°C. Se observd en este caso que el
conf.enido de ACC fue de 16 nmoles/g tal como se indicd anterior
mente, mientras que los discos congelados en aire lfiquido inme-
dislamente después del corte posefan aproximadamente 1 nmol/qg,
5 tloccir que durante el tratamiento antes citado se producc una
acumulacién de ACC. Estos resultados indican que, si bien la
produccibn de etileno de los discos de pericarpio mantenidos en
oscnridad 16 a 20 horas a 28°C es comparable a la de tomate en-
tero, no ocurre lo mismo con el contenido de ACC.

Por otra parte, para elevar el contenido de ACC de los
dizccos el medio de incubacién fue suplementado con dicho metabo
l'ito. Al cabo de 3 horas de incubacién de los discos de pericar
pic de tomate se extrajeron muestras de la fase gaseosa determil
nindose el contenido de etileno (Seccién 2.6.4.). La cantidad
d nCC presente en el tejido se analizd de la manera descripta
on la Seccidén 2.6.1. Los resultados obtenidos se muestran en
la tigura 6. En ella se puede observar gue no existen diferen-
cins significativas en el etileno formado por discos de pericar
"1 aue contenian entre 16 y 44 nmoles de ACC/g. Sin embargo,

Ja sintesis de esta hormona experimenta un aumento significati-
vo cuando el nivel de ACC se incrementa, al menos hasta 89 nmoles/
. lilous resultados son coincidentes con los obtenidos por Apcel
ooy col. (1981), quienes trabajando con discos de pericarpio
«lc manzana observaron que la produccién de etileno no variaba

de manera significativa si los discos contenian entre 20 y 30

nmo les de ACC/g de peso fresco.
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3.1.1.3. Efecto de La Luz sobre Ra produccidn de etifeno

Estudios llevados a cabo por Gepstein y Thimann (1980)
demostraron que la sintesis de etileno en discos de hojas de ta
baco era inhibida por la luz y por la presencia de iones Co+2
que presumiblemente se unen a grupos sulfhidrilo. Asimismo ob-
scrvaron que la produccién de esta hormona no se alteraba si
P hrsicon se o dncubaban en presencia de mercaploctanol y Jue.

In base a estos ensayos dichos autores concluyeron que la luz
participa en la oxidacién de grupos sulfhidrilos esenciales pa-
ra la sintesis de etileno. Posteriormente de Laat y van Loon
(1982) observaron en el mismo sistema de hojas de tabaco, pero
previamente infectadas con virus del mosaico del tabaco (lo que
provoca un incremento en la produccién de etileno) que el pasa-
je de los discos de luz a oscuridad no aumentaba la sintesis de
la hormona en tejidos previamente tratados con cicloheximida.
Asimismo mostraron que el efecto inhibidor de la luz tampoco se
detectaba en tejidos tratados con diclorofenildimetilurea (DMCU)
que es un inhibidor de la actividad fotosintética. Estos resul-
tadlos muestran que la inhibicibén por la luz requiere el sistema
folosintético activo y que para su reversién, en la oscuridad,
sc neccesita la sintesis de proteina. Kao y Yang (1982) demostra
ron que la produccién de etileno por segmentos de hojas de a-
rroz no era inhibida por la luz si en la atmésfera de incuba-
cion se adicionaba di6éxido de carbono hasta alcanzar un porcen-
tajo de 3%. Asimismo observaron que el tratamiento luz-oscuri-

dad que permitfia la recuperacién de la sintesis de esta hormona
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cn nire no modificaba significativamente el nivel end6geno de
ACU. Estos hallazgos les permitieron concluir que la luz afecta
ba la oxidacién de ACC a etileno, y que dicho efecto es mediado
por una reduccibn de la concentracién de di6éxido de carbono en
la lase gaseosa.

Basdndonos en estos hallazgos decidimos analizar la in-
fluencia de la luz sobre la produccién de etileno en los discos
de pericarpio de tomate. Para ello discos de pericarpio manteni
dos en la oscuridad a 28°C durante 16 a 20 horas fueron incuba-
do« 3 horas en luz u oscuridad empleando una atmésfera de aire
o cnriquecida en dib6xido de carbono.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tﬁrﬂxvl: Efecto de la luz sobre la produccidn de etileno de discos de j.cri-

carpio de tomate en presencia de distintas atmésferas.

Condiciones Produccidén de etileno
de incubacién (pmol C,H,/g)
Ai %
ire CO2
9 17 20
Luz 73 82 70 58
Oscuridad 75 53 63 44
14 (Luz- .
LSDO’05 (Luz-0Osc.)

l.o- ‘iscos de pericarpio de tomate fueron incubados en aire o en una atmés-
for conteniendo 15% de oxigeno y cantidades variables de didxido de curbo-

no. o incubd a 22 + 2 C.
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En la Tabla 1 se puede observar que en atmdsfera de aire
la sintesis de etileno no es inhibida por la luz, y que la pre-
scncia de un 9% de di6xido de carbono incrementa significativa-
mente su produccién (LSDO,OS)' No se obtuvieron diferencias sig
nificativas respecto al control para contenidos mayores de di6-
xirdo de carbono (17 y 20%).

Como el efecto de la luz sobre la produccién de etileno
cs mediado a través de la reduccién del dibéxido de carbono de
la atm6sfera se realizaron ensayos con el fin de ver si en los
discos predominaba la actividad fotosintética o la respiratoria.
Para ello se hicieron experiencias donde se midi6é el contenido
de didéxido de carbono en la fase gaseosa de la manera descripta
cn la Seccién 2.5. Los resultados obtenidos (Figura 7a) mues-
tran un aumento del contenido de CO2 en la atmésfera con el
ticmpo de incubacién, lo que indica un claro predominio de la
actividad respiratoria sobre la actividad fotosintética. Este
hecho explicaria por qué en nuestro sistema la luz no afecta la
sintesis de etileno; acorde a Preger y Gepstein (1984) la luz
no cjerce ningln efecto sobre la produccién hormonal en tejidos
blanqueados o tratados con DCMU, o sea, privados de la activi-
dad fotosintética. Ademds, estos mismos autores observaron que
=~ produce mids etileno en presencia de luz cuando sec absorbe el
co, de la atmé6sfera con OHK.

Observamos ademds que discos de pericarpio de tomate in-
cubidos en una atmésfera excenta de di6éxido de carbono y con
13% de oxigeno respiran igual que los controles (discos manteni

dos en aire); en tanto que aquellos mantenidos en una atmosfera
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enriquecida en diéxido de carbono poseen una actividad respira-
toria menor (Figura 7b). Estos resultados est&n de acuerdo con
lTos obtenidos por Shipway y Branmlage (1973) en mitocondria:: e

man-ana.

3.1.2. Estudio del efecto de la composicién de la atmésfera so-

bre la via de sintesis de etileno

3.1.2.1. Egecto del oxigeno sobre La conversidn de ACC a etileno

Desde hace tiempo varios autores han informado que la
produccién de etileno disminuye cuando el tejido es incubado en
atmbsferas empobrecidas en oxigeno (5 al 10%) (Hansen, 1942;
Burg y Thimann, 1959; Craft, 1960; Lieberman y Hardenburg, 1954)
hecho que quisimos comprobar si ocurrfia en nuestro sistema de
trabajo. Al preparar las atmb6sferas enriquecidas en diéxido de
carbono, tal como se describié en la Seccién 2.3.1., se obtuvie
ron atmdésferas con niveles de oxigeno entre 13 y 21%. A efectos
de contar con controles vdlidos que permitan analizar los resul
tados se prepararon también atmé&sferas con igual contenido c¢n
oxigeno que las anteriores pero carentes de diféxido de carbono.

Al comparar la produccibén de etileno de discos de pericar
pio incubados en atmfésferas empobrecidas en oxigeno respecto a
la obtenida para discos mantenidos en aire no se pudo detectar
una tendencia definida, algunas veces los niveles encontrados
eran iguales y otras veces menores. Para determinar la causa de
este comportamiento se llevaron a cabo ensayos con discos de pe

ricarpio que contenfian concentraciones de ACC entre 6 a 290 nmoles/g.
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La F'igura 8 muestra los resultados obtenidos. Se puede observar
quc si bien la produccién de esta hormona disminuye al descen-
der el contenido de oxigeno en la atmdésfera, independientemente
del nivel de ACC del tejido, el grado de inhibicién alcanzado
es funcién del contenido de este metabolito. A medida que la
cantidad de ACC presénte en el tejido es mayor mis sensible es
el tejido al descenso de oxigeno en la atmdésfera.

Estos resultados explicarian el por qué para reducir la
produccién de etileno de tomates enteros, que contienen general
mente niveles de ACC del orden de 1 nmol/gr, es necesario dismi
nuir ¢l nivel de oxigeno de la atmbsfera por debajo del 6%.

La necesidad de oxigeno en la oxidacién de ACC a etileno
fuc informada por Adams y Yang (1979), hallazgo que nosotros co
rroboramos, pero ademds encontramos que esta necesidad depcnde

del nivel de ACC hecho que resulta 1l6gico ya que al tener mas

sustrato se necesita mas oxidante.

3.1.2.2. Efecto def dibxido de carbono en La transf§ormacién de ACC a ¢tleno

El di6éxido de carbono es usado desde hace mucho tiempo
como inhibidor competitivo de la accién de etileno (Burg y Burg,
1965b) . Varios autores han informado gque en diversos frutos el
diéxido de carbono inhibe la sintesis de etileno (Chaves y 'l'o-
mas, 1984; Buescher, 1979; Wang, 1977; Wills y col., 1979).

A efectos de contestar el interrogante planteado inicial-
mente: ¢Afecta el dibéxido de carbono la etapa de oxidacién de

ACC a etileno?, se llevaron a cabo experimentos con discos de



a
O
I

Porcentaje de inhibicion de
la Produccidon de Etileno

10 15

Porcentaje de Oxigeno

I'igura 8: Inhibicién de la produccidn de etileno debido al
descenso del nivel de oxfigeno en la atmdsfera. Los
discos tenfan distintos contenidos de ACC: 6 nmol/
gr (m—a), 16 nmol/gr (o-.-o), 60 nmol/gr (e---e)
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presencia de luz a 22 * 2°C.
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pericarpio de tomate, mantenidos en oscuridad durante 16 a 20

horas a 28°C, los que fueron incubados durante 3 horas en atmés

e conteniendo dintintons porcentajen de didgxido e carg) .
El nivel de oxigeno se mantuvo constante en todos los casos pa-
ra cvitar el efecto producido por este gas, discutido previamen
te.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos. En
ella se puede observar que no existen diferencias significati-
vas en la produccién de etileno cuando el contenido de diéxido
de carbono se incrementa hasta un 18%.

Los resultados obtenidos trabajando con atmésferas dismi-
nuidas en oxigeno (Seccién 3.1.2.1.) nos llevaron a pensar que
tal vez el efecto del di6xido de carbono sobre la conversién de
ACC a etileno era dependiente del nivel de ACC en el tejido.
Por lo tanto se realizaron experiencias incubando discos de pe-
ricarpio de tomate, a los que se le elevd el contenido de ACC,
en aire y en atmdsfera de composicibén 20% Co,, 21% 0,, 59% N, -
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2. Se puede
obscrvar que los discos incubados en la atmbésfera enriquecida
en diéxido de carbono producen igual cantidad de etileno que
los incubados en aire, independientemente del nivel de ACC pre-
sente en el tejido.

Estos resultados indicarian que si bien en tomate entero
la produccién de etileno es inhibida por el diéxido de carbono
(Buescher, 1979) no ocurre lo mismo con el etileno sintetizado

a partir de ACC en los discos de pericarpio de tomate.
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TARlA 2: Efecto de la composicidén de la atmSsfera sobre la produccidn de

etileno de discos de pericarpio de tomate con diferentes nivcles

de ACC
Contenido de ACC Produccion de etileno
(nmol/q) (nmol/q)
Aire
CO2
14 0,42 0,43
30 0,34 0,46
50 0,48 0,36
8Y 0,58 0,0l
LSD 13
S 0,05 0.

Los discos de pericarpio de tomate conteniendo diferentes niveles de ACC se
incubaron a 22 * 2°C en aire o en una atmdsfera de composicidn 20% CO2’ 21%

; v 59% N._..
02 5 5

3.2. CONVERSION DE SAM EN ACC

La enzima que cataliza la reaccién de SAM a ACC es la ACC
sintetasa, descripta por primera vez por Boller y col. (1979) y
Yu v col. (1979). Su actividad es dependiente de fosfato de pi-
ridoxal, el pH 6ptimo 8,0-8,5 y la temperatura 6ptima 30°C. La
unicdad enzimdtica mis usada se define como los nmoles de ACC
transformados al cabo de 3 horas de incubacién a 30°C. Acaster
y Kende (1982) purificaron la ACC sintetasa mediante precipita-
cidon salina con SO4(NH4)2 al 60% de saturacién y posterior cro-
matografia en Sephadex G100 o fenil sepharosa, obteniendo una

mejor purificacién en el Gltimo caso.
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En 1981 Konze y Kwiatkowski y posteriormente Hyodo y col.
(L®s3, 1985) y Kende y Boller (1981) mostraron que la ACC sin-
tetnsa controla la sintesis de etileno producida por dafo y que
e inducida al ocasionarse el corte.

En nuestro caso deseamos analizar la influencia de la at-
mésf2ra sobre la conversién de SAM a ACC. Para ello se extrajo
cniima de discos de pericarpio dafados por corte ya que la acti
vidad obtenida a partir de frutos enteros fue muy baja. Los re-
sultados mostrados en la Figura 10 indican gque la actividad es-
pecifica de la ACC sintetasa se incrementa durante las tres pri
mcras horas posteriores al corte, disminuyendo luego. Estos re-
sultados son coincidentes con los obtenidos por Kende y Boller
(1981).

Posteriormente se intent6 purificar la enzima por precipi
tacidn salina pero no se lograron resultados satisfactorios da-
do cue se recuperd sblo el 12% de la actividad inicial luego de
la rrecipitacibn. Por este motivo se prefirié continuar traba-

jando con extractos enzimdticos crudos.

3.2.1. Efecto de la composicién de la atmbésfera sobre la con-

versi6n de SAM a ACC

3.2.1.1. Efecto del oxigeno sobre La conversidn de SAM a ACC

Para determinar si el oxigeno afecta la produccién de
ACC a partir de SAM se dosb6 la actividad de la ACC sintetasa en
distintas atmbésferas tal como fuera descripto en la Seccibn

2.7.1.2. Los resultados obtenidos (Tabla 3) indican que la
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aclividad enzimdtica es independiente del nivel de oxigeno pre-

senle en la atmbésfera de incubacién (LSD

0,05)'

TAll.y 3: Actividad de la ACC sintetasa en funcidn del nivel de oxigeno en

la atmSsfera de incubacién

l'orcentaje  de oxiyceno

Actividad de 1la
ACC sintetasa 0,70 0,82 0,81
(nmol ACC/3 hr)

i -Xtractos enzimdticos fueron incubados de la manera descripta en la Sec-
¢idén 2.7.1.2. de Materiales y Métodos. La atmésfera de los frascos de incuba

¢idn contenia cantidades variables de oxigeno y el resto nitrdgeno.

No se estudib el efecto del oxigeno sobre la induccidén de
la ACC sintetasa ya que si el nivel de oxigeno la afectara
Adams y Yang (1979) no podrian haber hallado una acumulacién de
ICC al poner el tejido en anaerobiosis. Cabe recordar que csta
cnzima posee un tiempo de vida media muy corto por lo que nece-

citaria sintesis "de novo" continua.

3.2.1.2. Efecto del di6xido de carbono sobre La conversién de SAM a ACC
3.2.1.2.1. Efecto del di6xido de carbono sobre la actividad de
la NCC sintetasa: En este caso se determiné la actividad enzimé

tica en una atmdsfera enriquecida en diéxido de carbono. Los
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resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. De la misma sur
ge claramente que la actividad de la ACC sintetasa tampoco es
afectada por el dif6xido de carbono. Asimismo se puede observar
que la elevacién de la fuerza i6nica del medio de incubacién
por el agregado de ClNa o CO,HNa no afecta la actividad enzimi-

tica.

TABLA 4: Efecto del didxido de carbono sobre la actividad de la ACC sinte-

tasa
Condiciédn Actividad enzimatica
(nmol de ACC/3 hr)
Aire 1,28
ClNa 1,28
Cco 1,28

El extracto enzimdtico se incubé de la manera descripta en la Seccidn
2.7.1.2. de Materiales y Métodos en presencia de una atmésfera enriquecida

en CO2 (20%) o en aire.

3.2.1.2.2. Efecto del di6éxido de carbono sobre la induccién de
la ACC sintetasa: Como ya consignamos en la Seccién 3.2. el ma-
terial de partida para extraer la ACC sintetasa fueron discos
de pericarpio de tomate herido, ya que el nivel de dicha enzima
en este tejido es mayor que en el fruto entero. Para determinar
el efecto del di6éxido de carbono sobre la induccién de la ACC
sintetasa se realizaron ensayos en los cuales discos de pericar

pio de tomate luego de haber sido herido permanecieron en una
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atmésfera normal (aire) o en una atmésfera cuya composicién fue
20% co,, 16% O, vy 54% N,. Este tejido se incubb por espacio de
90 y 180 minutos en oscuridad a 25°C y se extrajo la ACC sinte-
tasa tal como se describi6 en la Secci6n 2.7.1.1. Seguidamente
se midi6 la actividad enzimitica de la manera descripta en la
Seccibn 2.7.1.2. Los resultados obtenidos se muestran en la Fi
gura 1l1. En ella se puede ver que la actividad especifica de la
ACC sintetasa proveniente de discos mantenidos en aire es tanto
mayor cuanto mayor es el tiempo de incubacibén (por lo menos has
ta 3 horas) tal como fue mostrado previamente (Seccidén 3.2.).
Sin embargo, la actividad especifica obtenida a partir de dis-
cos incubados en una atmésfera enriquecida en di6xido de carbo-
no aumenta durante los primeros 90 minutos y luego permanece
constante. Estos resultados indican que cuando hay altos teno-
res de dibxido de carbono en la atmb6sfera se inhibe la induc-
cién de la ACC sintetasa. Resultados semejantes a los nuestros
fueron encontrados por Buefler (1984) quien informdé que la in-
duccién de dicha enzima producida por etileno en manzanas e€s
inhibida por concentraciones de di6xido de carbono del orden

del 10%.

3.3. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este capitulo indican claramen
te cue la produccién de etileno en discos de pericarpio de toma
te ¢s afectada tanto por el descenso de oxigeno como por el in-

cremento de diéxido de carbono en la atm6sfera. Sin embargo,



Figura 11:

Aire

( nmol de Acc/ 3hs mg Proteina)

Actividad especifica de la ACC sintetasa

Tiempo ( hs)

Actividad especifica de ACC sintetasa extrafda de
tejido danado por corte. Los discos de pericarpio
de tomate permanecieron en aire & en una atmésfera

enriquecida en CO2 a 22 £ 2°C en oscuridad.
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estos gases act@an en distintos pasos de la biosfntesis de la
hormona.

La disminucién del nivel de oxigeno afecta la etapa de
oxidacién de ACC a etileno, sin alterar la actividad respirato
ria en los niveles estudiados (21 al 13%) (Figuras 7 y 8). Di-
cha inhipicién es funcibn del contenido de ACC presente en el
tejido, detectdndose mayor sensibilidad al descenso de oxigeno
cuanto mds alto es el contenido de ACC en cl pericarpio de to-
mate (Figura 8).

En cuanto al diéxido de carbono se observ6 que este gas
no afecta la actividad de ninguna de las enzimas involucradas
en la via de sintesis de etileno (Figura 9, Tablas 2 y 4). Sin em-
bargo, se detect6 que altos niveles de dibxido de carbono en
la atm6sfera inhiben la induccién de la ACC sintetasa, enzima
responsable de la transformacién de SAM a ACC (Figura 11). Tra
tamientos prolongados con diéxido de carbono provocarian una

disminucién de la sintesis de etileno por disminucidn de ACC.



INFLUENCIA DEL DIOXIDO DE CARBONO Y
LA TEMPERATURA SOBRE EL PROCESO
DE MADURACION DE TOMATES



57

En el almacenamiento de tomates se utilizan desde hace
varios anos atmésferas enriquecidas en diéxido de carbono con
el fin de retardar la maduracién. De acuerdo a experiencias
llevadas a cabo por Buescher (1979) atmésferas con un conteni-
do de dibxido de carbono del 20% son efectivas para frenar los
procesos que conducen a la maduracién de estos frutos. Dado
que hasta el presente se desconoce el mecanismo por el cual es
te gas retarda la maduracién decidimos realizar experiencias
en tal sentido. Para ello se almacenaron lotes de tomates en
el estado verde-maduro tal como se describif en la Secciébn
2.2.2. Algunos lotes permanecieron en una atmdsfera enriqueci
da en di6xido de carbono por diferentes lapsos de tiempo (1, 3,
6, 9 dias), mientras que otros, que fueron usados como control,
se almacenaron en aire.

La composicién de la atmb6sfera empleada fue 20% C027 16%
02; 64% N2. El nivel de di6xido de carbono se eligi6 teniendo
en cuenta los resultados obtenidos por Buescher mencionados an
teriormente, en tanto que el contenido de oxigeno se seleccio-
né de acuerdo a resultados propios ya discutidos en la Seccidn
3.1.2.1, considerando que el nivel de ACC del pericarpio de
los frutos enteros varia entre 1 y 5 nmoles/gr cuando pasan
del estado verde-maduro al maduro. Si el contenido de ACC es
de 6 nmoles/gr la produccibén de etileno se ve inhibida cuando

el tenor de oxigeno en la atm6sfera es del 13%; razbn por la

cual no fue necesario elevar el nivel de oxigeno al 21% como
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lo hizo Buescher.

Los experimentos de almacenamiento se llevaron a cabo a
25 y 10°C. En el dltimo caso los tomates permanecieron a baja
temperatura durante 9 dfas y luego se los transfiri6 a 25°C has
ta que alcanzaron su madurez. La temperatura elevada se utili-
z6 para acelerar el proceso de maduracién de los frutos, no se
emplearon temperaturas mayores, superiores a los 27°C, pues
producen danos fisiol6gicos que conducen a una maduracién anor
mal.

En cuanto a la temperatura baja, se eligi6 10°C por ser
ésta la temperatura 6ptima de almacenamiento para tomates va-

riedad platense (Chaves y Mudridge, 1986).

4.1. EFECTO DE LA ATMOSFERA MODIFICADA SOBRE LA PRODUCCION DE

ETILENO

Se realizaron una serie de ensayos con el objeto de estu-
diar si la produccib6n de etileno es afectada por la utiliza-
ci6én de atmbésferas modificadas durante el almacenamiento de to
mates. A distintos tiempos se tomaron muestras de la fase ga-
seosa de las celdas de almacenamiento (Seccifn 2.2.2.) y se a-
nalizé el contenido en etileno tal como se describi6 en Mate-
riales y Mé&todos (Secci6bn 2.6.4.). En la Figura 12 se muestran
los resultados obtenidos para tomates almacenados a 25°C en at
m6sfera normal o modificada. En ella se puede observar que en
aire la producci6én de etileno aumenta a partir del primer dia

teniendo un miximo entre el cuarto y quinto dia. Posteriormente



59

la sintesis de etileno desciende volviendo a incrementarse
cuando el fruto entra en el perfodo de senescencia. Los toma-
tes que fueron tratados un dia con la atm6sfera enriquecida
en di6éxido de carbono y luego fueron transferidos al aire
tienen un comportamiento semejante al descripto. El pico en
la sintesis de etileno se produce al mismo tiempo que los con
troles.

Los frutos tratados con la atmésfera modificada oir 3
dias producen, al cabo del tratamiento, menos etileno que los
que permanecieron en aire. Una vez transferidos a una atmésfe
ra normal se comportan de manera similar al control, tal como
puede ser observado en la Figura 12,

Para periodos de tratamiento mayores, 6 y 9 dias, la pro
duccidn de etileno es inferior a la de los controles; detec-
tdndose un aumento brusco en la sintesis hormonal cuando los
frutos se transfieren a una atmdésfera normal. Estos resulta-
dos concuerdan con los hallados por Buescher (1979) quien in-
formd que posteriormente al tratamiento con una atmbésfera en-
riquecida en didxido de carbono y ser los frutos transferidos
al aire la produccidn de etileno se recupera.

La variacibén en la produccidn de etileno de los frutos
almacenados a 10°C se muestra en la Figura 13. En la misma se
puede observar que los tomates que permanecieron en aire pre-
sentan un aumento en la sintesis de hormona a partir del quin
to dfa, alcanzando su m&ximo en el sexto dia, es decir a
tiempos mayores que los frutos almacenados a 25°C. Cuando los

tomates son transferidos a alta temperatura la produccidn de
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etileno vuelve a incrementarse. Los frutos que fueron almacena
dos por 1 y 3 dias en la atm6sfera enriquecida en diéxido de
carbono se comportan de manera similar a los frutos mantenidos
en aire. En algunos experimentos se observé que los tomates
tratados durante 3 dias con diéxido de carbono presentaban el
méximo en la sintesis de etileno un dia después que los frutos
controles o tratados 1 dia con di6xido de carbono.

Para periodos de tratamientos mayores, 6 y 9 dias en at-
mésfera modificada, se produce menos etileno mientras dura el
tratamiento. Después que los frutos son transferidos a una at-
mésfera normal, la sintesis de hormona se incrementa, teniendo
un méximo a tiempos mayores que los controles. A 25°C la sinte
sis de etileno se incrementa atin mé&s.

Los resultados obtenidos indican que la produccién de
hormona en tomate entero es inhibida por el tratamiento con
una atmésfera enriquecida en di6xido de carbono (20% Co,: 16%
0,; 64% N2) y que dicha inhibicién es reversible dado que dura
el tiempo en que los frutos son tratados. Asimismo, se puede

observar que la baja temperatura retarda la sintesis de etile-

no y por ende la maduracién de los frutos.

4,2, EFECTO DE LA ATMOSFERA MODIFICADA SOBRE EL DESARROLLO DE

COLOR

El proceso de maduracién de frutos es acompanado por la
degradacién de clorofila y la sintesis de licopeno, que son

los compuestos m&s importantes en la coloracifén de los tomates.
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Tanto la degradacién de clorofila como la sfintesis de licopeno
son procesos desencadenados por el etileno.

Dado que el tratamiento de los tomates con una atmésfera
enriquecida en di6xido de carbono inhibe la produccién de eti-
leno quisimos saber si en esas condiciones se alteraba también
la coloracién de los frutos. Para ello se tomaron muestras de
cuatro o cinco tomates mantenidos en aire o en una atmSsfera
con 20% de di6xido de carbono, a distintos tiempos. El color
superficial se estim6 a través de los parémetros L, a y b, tal
como se describi6 en la Seccibn 2.9. A efectos de comparar el
color alcanzado por los frutos se realizé6 el cocientce a/bL. Ln
la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos a 25°C. En
ella se puede observar que los tomates conservados en atmdsfe-
ra de aire empiezan a desarrollar color luego del tercer dia
de almacenamiento, alcanzando su mdxima coloracién al noveno
dia. Igual comportamiento muestran los frutos mantenidos duran
te 1 dia en la atmbésfera enriquecida en diéxido de carbono. En
el caso de los tomates tratados por mis de 3 dias con la atmés
fera modificada no se observ6 desarrollo de color hasta una
vez concluido el tratamiento. En la misma figura se puede ob-
servar que la forma de las curvas de a/b en funcibén del tiempo,
para todos los lotes de tomates tratados o no con una atmdsfe-
ra modificada, es equivalente, pero que las mismas se despla-
zan hacia tiempos mayores cuanto mayor es el tiempo de trata-
miento con diéxido de carbono.

En la Figura 15 se puede observar que los frutos almace-

nados en aire a 10°C no desarrollan color durante los 9 dias
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Figura 14: Desarrollo del color superficial de tomates almace-

nados a 25°C en aire (e e) O en una atmésfera en-

riquecida en CO2 durante 1 (e— —eo), 3(e—.—e), 6

(e----@), 9 dias (o-.-.-0).
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que permanecen a esa temperatura. Al ser transferidos a 25°C

comienzan a hacerlo, pero la velocidad de evolucidn del mismo
es menor que la correspondiente a tomates mantenidos siempre a
alta temperatura. Cuando los frutos se almacenaron durante 1 y

3 dias en la atmbsfera enriquecida en didxido de carbono tampo

co ne obnervd denanrrollo de color mienlean e lon mant uvo o
10°C y si fue detectado al ser los tomates transferidos a 25°C.
No se observd ningfin efecto adicional sobre el desarrollo de
color de los frutos debido al tratamiento con la atmdsfera mo-
dificada. Como se recordard la produccién de etileno de esos
frutos tampoco fue afectada por el tratamiento mencionado.

Los tomates mantenidos mds de 6 dias en la atmésfera en-
riquecida en dib6xido de carbono no desarrollan color ni a baja
ni a alta temperatura. Cabe recordar que los frutos que fueron
tratados 6 y 9 dias con la atm6sfera modificada a 25°C una vez
repuesto al aire desarrollaron color, alcanzando el mismo ni-
vel que los controles. El tratamiento conjunto de baja tempera
tura y alta concentracién de dib6xido de carbono en la atmésfe-
ra dana fisioldgicamente el fruto a tal punto que es facilmen-
te contaminado por hongos. El principal agente contaminante en

contrado fue Alternaria. En las Figuras 16 a 20 se puede obser

var el seguimiento fotogrdfico realizado durante estos almace-
namientos.
4.3. VARIACION DEL CONTENIDO DE ACC DURANTE EL ALMACENAMIENTO

El contenido de ACC de los frutos, inmediato precursor

del etileno, cambia durante el proceso de maduracién. La
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Figura 17:
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Figura 20:
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evolucibén de dicho metabolito ha sido estudiada por Hoffman y
Yang (1980), quienes observaron que el nivel de ACC comienza a
aumentar cuando el tomate adquiere el estado de madurez denomi
nado rosado "pintén". Una vez que se inicia el proceso de se-
nescencia el contenido de dicho metabolito desciende. Acorde a
Su y col. (1984) el incremento del nivel de ACC se debe a la
sintesis "de novo" de la ACC sintetasa.

A efectos de determinar si el contenido de ACC es afecta
do por el tratamiento de los frutos con atmésferas enriqueci-
das en diéxido de carbono, se almacenaron tomates en aire o en
atmésfera modificada a 10° y 25°C, determinindose el contenido
de ACC del tejido a distintos tiempos.

En la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos a
25°C con tomates tratados o no con la atmbsfera enriquecida
con diéxido de carbono. En la misma se puede observar que en
los tomates que permanecieron en aire el contenido de ACC en
el pericarpio se mantiene constante (0,90 nmoles/gr) durante
los tres primeros dias de almacenamiento; luego comienza a au-
mentar alcanzando un valor de 4,7 nmoles/gr en el dfa que pre-
sentan su méxima coloracién. Con el fin de ver si esto que ocu
rria en el pericarpio era representativo de todo el fruto se
analizd el contenido de ACC en tomate entero. Se observd que
tanto en el pericarpio como en los frutos enteros mantenidos
en aire a 25°C, el ACC se incrementa a partir del tercer dia
de almacenamiento, siendo el contenido de este metabolito seme
jante en ambos casos (Figura 22).

En los tomates almacenados a alta temperatura tratados
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durante 1 y 3 dias con una atmésfera enriquecida en diéxido de
carbono se detect6 un aumento del contenido de ACC del pericar
pio a partir del tercer dfa, alcanzando un nivel constante lue
go del sexto dia. En el fruto entero el nivel de ACC se incre-
‘menta recién a partir del sexto dfa de almacenamiento (Figura
22). pPeriodos de tratamiento con la atmésfera modificada de 6
y 9 dias impiden el aumento del nivel de ACC tanto en pericar-
pio como en tomate entero. En el primer caso la transferencia
de los frutos a aire provoca un ligero aumento de dicho metabo
lito.

Los resultados mostrados en la Figura 23 indican que el
almacenamiento de tomates a baja temperatura, independientemen
te de la atmbsfera empleada, evita la sintesis de ACC. Este me
tabolito sélo comienza a aumentar su nivel cuando los frutos
son transferidos a 25°C, siempre y cuando la exposicibn al di-
6xido de carbono no haya sido muy prolongada como para danar
el fruto, tanto fisiolbgicamente como por accién de la flora

contaminante.

4.4. VARIACION DEL CONTENIDO DE MACC DURANTE EL ALMACENAMIENTO

En las plantas el ACC puede ser converiido en etileno o
en un N-malonil derivado denominado MACC (Amrhein y col., 1981;
Hoffman y col., 1982b, Adams y Yang, 1979). La velocidad de pro
duccién de etileno puede ser afectada por tres reacciones: la
conversién de ACC en etileno, la transformacién de SAM en ACC
y el pasaje de ACC a MACC. Como se vio en la Seccidén 4.1., la

produccién de etileno es menor en frutos almacenados en una
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Figura 23: Variacién en el contenido de ACC en el pericarpio de
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atmésfera enriquecida en didéxido de carbono que aquellos mante
nidos en aire. A efectos de analizar si este hecho es debido,
al menos en parte, a una mayor malonizacidn del ACC, se estu-
didé la variacidn del contenido de MACCen el pericarpio de toma
tes tratados o no con una atmésfera modificada.

Los resultados obtenidos durante el almacenamiento reali
zado a 25°C se muestran en la Figura 24. En ella se puede ob-
servar que el contenido de MACC del pericarpio de los tomates
conservados en la atmb6sfera normal (aire) comienza ha increcmen
tarse a partir del tercer dia, coincidentemente con el aumento
en el nivel de ACC. Cabe ademas sefialar que el nivel de MACC
fue siempre mayor que el correspondiente a ACC. Estos resulta-
dos son comparables con los hallados por Knee (1985) en manza-
na, quien observd que el ACC y MACC aumentan a medida que el
fruto madura, manteniéndose en todo momento el nivel de MACC
por encima del de ACC.

Cuando los tomates son tratados con una atmésfera enri-
quecida en didxido de carbono se detecta el siguiente comporta
miento: tratamientos por periodos hasta 3 dias no modifican el
comportamiento observado en aire; sin embargo, el nivel de
MACC alcanzado es superior al detectado en el control (tomates
mantenidos en aire). Tratamientos por tiempos mayores (6 dias)
inhiben el incremento en el nivel de MACC, inhibicidn que desa
parece cuando los frutos son transferidos a aire. Nuevamente
se observa un paralelismo entre el comportamiento de ACC y de
MACC. La variacibén observada en el contenido de MACC en peri-

carpio es la misma que se presenta en tomate entero (Figura 25).
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Los resultados obtenidos durante el almacenamiento a baja
temperatura, 10°C, se muestran en la Figura 26. En la misma se
puede observar que el nivel de MACC, al igual de lo que ocurria
con el correspondiente a ACC, permanece constante en tanto se
mantengan los frutos a baja temperatura. Cuando éstos son trans
feridos a 25°C se observa un aumento en el contenido de este me
tabolito. Los tratamientos prolongados, 6 y 9 dias, con atmdsfe
ras enriquecidas en dibéxido de carbono, no arrojaron resultados
debido al dano que se produce en los tomates por accidén de la
baja temperatura. Dano que fue detectado en experiencias pre-
vias (Seccidén 4.3.).

Los resultados obtenidos sugieren que la disminucidn ob-
servada en la sintesis de etileno, como consecuencia del trata-
miento con atmésferas modificadas o por la accibén de la baja
temperatura, no seria debida a una mayor malonizacidén del ACC.
Para tratamientos superiores a los 3 dias no se detecta una acu
mulacidén del MACC; podria ocurrir que este metabolito a su vez

tuviera otro destino no determinado en nuestros ensayos.

4.5. VARIACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES SOLUBLES DURANTE EL

ALMACENAMIENTO

Los azficares solubles de la mayoria de las variedades co-
merciales de tomates son reductores (Hamner y Maynard, 1942;
Winsor y col., 1962a; Lambeth y col., 1964). Dichos azficares
constituyen entre el 1,5 - 4,5% del peso fresco, lo que equiva-
le al 65% del total de sb6lidos solubles (Winsor, 1966). Los com

ponentes mayoritarios son glucosa y fructosa; con una pequena
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predominancia de este Gltimo; la sacarosa en general .no excede
el 0,4% del peso.fresco (Davies, 1958; Freeman, 1960; Simandle
y col., 1966).

El contenido en azficares solubles se incrementa durante
la maduracidn de los‘frutos (Winsor y col., 1962a; Lambeth y
col., 1964), el mayor incremento se obsefva con la aparicibn
del pigmento amarillo (Winsor y col., 1962a, b).

A los efectos de ver si durante el almacenamiento de to-
mates enteros en la atm6sfera modificada se altera el metabo-
lismo de estos azficares es que se estudid6 la variacién de los

mismos durante la conservacidn.

4.5.1. Cambios del contenido de glucosa y fructosa durante el

almacenamiento

El método analitico empleado (véase Seccidn 2.6.3.2.) pa
ra separar los azfcares solubles no nos permiti6 resolver el
par glucosa-fructosa, por lo tanto ‘ambos monosacdridos se infor
man juntos. En la Figura 27 se muestran los resultados obteni-
dos al almacenar tomates a 25°C. En ella se puede observar que
el contenido de los azficares correspondiente a los frutos alma-
cenados en aire prédcticamente no varia.

Los tomates tratados con la atmdésfera enriquecida con di-
6xido de carbono (independientemente del tiempo que dura el tra
tamiento) se comportan de manera semejante a los controles (fru
tos mantenidos en aire). Goodenough y col. (1982) observaron que
durante el almacenamiento de tomates en atmésfera modificada

(5% O 5% CO

27 2 90% Nz) el contenido de glucosa y fructosa
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Figura 27: Cambios en el contenido de glucosa y fructosa en el
pericarpio de tomates almacenados a 25°C en aire
(e——e) 6 en una atmésfera enriquecida en CO'2 duran

te 1 (e——e), 3 (e— . —0), 6 (e---@) y 9 dias (o-.-0).
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aumenta a expensas de la degradacién de almid6én. Durante dicho
almacenamiento no se observé desarrollo de color y de otros pa-
rédmetros relacionados con la madurez; por lo que dichos autores
concluyeron que la variacién en el contenido de fructosa y glu-
cosa tiene lugar aGn en presencia de una atmdésfera modificada.
Los resultados obtenidos en los almacenamientos llevados
a cabo a 10°C se muestran en la Figura 28. En la misma se puede
ver que no existe una gran variacién en el contenido de glucosa
y fructosa durante el almacenamiento, coincidentemente con lo
observado a alta temperatura. Los frutos tratados con la atmés-

fera modificada se comportan igual a los controles.

4.5.2. Cambios en el contenido de sacarosa durante el almacena-

miento

La variacidén en el contenido de sacarosa durante el alma
cenamiento en atmésfera normal o modificada se muestra en la Fi
gura 29. En dicha figura se puede observar que a medida que los
frutos mantenidos en aire van madurando el nivel de sacarosa
disminuye. El descenso de este metabolito comienza a manifestar
se a partir del tercer dia, llegando a valores no detectables
antes del sexto dfa. Estos resultados concuerdan con los halla-
dos por Goodenough y col. (1982) quienes informaron que el con-
tenido de sacarosa disminuye a medida que el fruto madura.

El tratamiento de los tomates por periodos de 1 y 3 dias
con la atmb6sfera modificada provoca un retardo en el consumo de
sacarosa, cuyo descenso comienza a manifestarse a partir del

sexto dia.
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Figura 28: Cambios en el contenido de glucosa y fructosa en el
pericarpio de tomates almacenados a 10°C durante 9
dfas y luego transferidos a 25°C en aire (e—e) 6§
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Cambios en el contenido de sacarosa en el pericarpio
de tomates almacenados a 25°C en aire (e—e) o en
una atmbésfera enriquecida en CO, durante 1 (e— —e),

3 (e— . —e), 6 (e-—--@) y 9 dias (o=.-0) .
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Tratamientos con la atmbésfera enriquecida en diéxido de
carbono durante seis dias impiden la transformacién de la saca
rosa, la cual comienza a detectarse recién cuando se concluye
el tratamiento.

En los experimentos de almacenamiento llevados a cabo a
10°C el nivel de sacarosa presente en el tejido es inferior al
correspondiente a frutos almacenados a 25°C. No se observé que
el contenido de dicho disacdrido variara durante el almacena-
miento ni que el mismo sea afectado por el tratamiento con di-
6xido de carbono (Figura 30). Estos resultados estdn de acuer-
do con los obtenidos por Buescher (1975) quien informd que el
nivel de sacarosa disminuye al almacenar los frutos a tempera-

turas menores a los 15°C.

4.6. VARIACION DEL CONTENIDO DE INVERTASA DURANTE EL ALMACENA-

MIENTO

Como se observd que el contenido de sacarosa en el peri-
carpio de los tomates disminuia a medida que los frutos madu-
raban, se intentd ver si dicho efecto se podia correlacionar
con la actividad de invertasa presente en el tejido. En la Fi-
gura 31 se muestran los resultados obtenidos. En ella se puede
observar que en los frutos almacenados en aire el contenido de
dicha enzima aumenta a medida que los frutos van madurando. El
incremento en la actividad de invertasa es anterior al descen-
so observado en el contenido de sacarosa. Estos resultados es-
tdr de acuerdo con los obtenidos por Grierson y col. (1981)

quienes informaron que la actividad de la invertasa se
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Cambios en el contenido de sacarosa en el pericarpio
de tomates almacenados a 10°C durante 1 dfa y luego

transferidos a 25°C en aire (e—e) 6 en una atmésfe
ra enriquecida en CO, durante 1 (e— —e), 3 (e— . —e),

6 (e---o) y 9 dfas (o-.-o0).
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Figura 31: Variacibn en la actividad especifica de invertasa
aislada a partir de pericarpio de tomates almacenados
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en C02 durante 1 (e— —e), 3 (e— . —e), 6 (e---@) y 9
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incrementa a medida que los frutos maduran. Se ha sugerido gue
el incremento observado en la actividad de dicha enzima es de-
bido a una sintesis de novo (Iki y col., 1978). Sin embargo,
no hay acuerdo si el contenido de invertasa en el fruto maduro
cs mayor que cn cl scnescente (Manning y Maw, 1975; Nakagana y
col., 1980). Se han presentado evidencias de la existencia de
una proteasa neutra la cual degrada la invertasa de forma se-
lectiva cuando el fruto se halla en el estadfo de senescencia
(Nakagana y col., 1981). Nosotros hallamos que cuando el fruto
va entrando en dicho estado la actividad de dicha enzima des-
ciende.

En los frutos tratados con la atmbésfera modificada no se
observa aumento en la actividad de invertasa hasta una vez con
cluido el tratamiento. Este resultado concuerda con la varia-
cidén observada en el contenido de sacarosa en dichos frutos.
Jeffery y col. (1984) observaron que el incremento en la acti-
vidad de invertasa era dependiente de la produccién de etileno
lo que también estarfa de acuerdo con lo encontrado por noso-
tros, ya que la produccién de etileno de dichos frutos estd
inhibida por la presencia de diéxido de carbono en la atmésfe-
ra. Cuando los frutos son repuestos al aire se observa un au-

mento de la sintesis de etileno y por consiguiente de la acti-

vidad de invertasa.
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4.7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con tomate entero muestran que el
almacenamiento a alta temperatura, 25°C, en una atmésfera enri-
quecida en diéxido de carbono inhibe el desarrollo de color de
los frutos; color que evoluciona normalmente cuando los tomates
son transferidos a una atmésfera normal (Figura 14). Asimismo,
altos contenidos de dib6xido de carbono impiden la disminucién
del nivel de sacarosa durante el almacenamiento (Figura 29), e-
fecto que es revertido en aire. En este Gltimo caso se detect$§,
cn forma coindidente, un incremento en la actividad cspccifica
de invertasa del tejido (Figura 31).

Ambos efectos, inhibicidn del desarrollo de color e induc-
cidén de la invertasa, son consecuencia de una disminucidén de la
sintesis de etileno provocada por el tratamiento con didxido de
carbono (Figura 12). Este tratamiento a su vez impide el aumen-
to del nivel de ACC y MACC en el tejido (Figuras 21 y 24).

Los frutos almacenados a baja temperatura, 9 dias a 10°C,
tratados durante 1 a 3 dias con didxido de carbono, se compor-
tan como los mantenidos en aire. Este resultado se explica si
se tiene en cuenta que el almacenamiento en atmésfera enrique-
cida en dibéxido de carbono concluye antes gue se inicie el pro-
ceso de maduracidn; proceso que se ve retrazado por la baja tem
peratura. Tratamientos por periodos mé&s prolongados, mayores a
3 dias, provocan dafios fisiolbgicos en los frutos y estimulanla
contaminacién de los mismos. Los frutos tratados por 6 y 9 dias

a 25°C no presentaron dafio fisioldgico ni contaminacidn, por lo
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que parecerfia que el dafio antes descripto seria debido al efec
to sinérgico de la baja temperatura y altas concentraciones de
dibéxido de carbono en la atmésfera (Figura 20).

El conjunto de estos resultados nos permitirfa concluir
gque el dibéxido de carbono frena el proceso de maduracién de
los frutos a través de una disminucién de la sintesis de etile
no. En cuanto al sitio de accién del diéxido de carbono, éste
deberia estar localizado en un paso anterior a la transforma-
cién de ACC a etileno, puesto que este metabolito no se acumu-

la por accidn del tratamiento antes mencionado.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que los tomates almacenados a temperatura ambiente en una at-
mésfera enriquecida en di6xido de carbono o aquéllos manteni-
dos en aire a baja temperatura poseen un perfodo de vida Gtil
mayor que los mantenidos en aire a 25°C. Esto es consecuencia
de una disminucién de la velocidad de las reacciones metab&li-
cas, efecto de la temperatura, o por una inhibicién en la sin-
tesis de etileno, efecto de la atmbsfera.

El incrementar el contenido de di6éxido de carbono de 1la
atmbésfera implica generalmente disminuir el nivel de oxigeno
de la misma. Cabe preguntarse si la inhibicién de la sintesis
de etileno por la atmésfera es provocada por el contenido de
di6xido de carbono, el de oxigeno o ambos. Los resultados obte
nidos en este trabajo (Figura 8) muestran que el nivel de ACC
del fruto condiciona el efecto del contenido de oxigeno sobre
la produccién de hormona. El valor promedio de ACC para frutos
en condiciones de almacenar es de 1 nmol/g; en estas condicio-
nes se deberfa disminuir el contenido de oxigeno de la atmésfe
ra hasta un 13% para inhibir la sintesis de etileno. Estos re-
sultados indicarian que el efecto de la atmbésfera sobre la pro
duccibébn de hormona, en las condiciones de almacenamiento més
usuales, es debida al contenido de di6xido de carbono.

Estudios previos demostraron que el etileno es sintetiza-
do a partir de metionina, siendo su precursor inmediato el ACC

(Adams y Yang, 1979; Lieberman y col., 1966). Nos resta conocer
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en qué paso el diéxido de carbono ejerce su accién.

Los estudios realizados con discos de pericarpio de toma-
te mostraron que la actividad de las enzimas involucradas en
los sistemas de conversién de SAM en ACC y ACC en etileno, no
eran afectadas por el di6xido de carbono (Figura 9, Tablas 2 y 4)
Este hecho es extrapolable a fruto entero, puesto que no se
detectd variacién del contenido de ACC ni de su derivado malo-
nizado, MACC, mientras los frutos fueron mantenidos en este ti
po de atmbésferas (Figuras 21,22,23,24,25,26).Si el diéxido de carbo
no afectara la actividad del sistema formador de etileno serfa
esperable una acumulacién de uno o los dos metabolitos mencio-
nados, en tanto que si alterara la actividad de la ACC sinteta
sa el nivel de ACC podria disminuir o mantenerse constante.

La Gltima opcibén estd basada en el hecho que en los toma-
tes almacenados a 25°C en aire no se detecta un aumento en el
nivel de ACC previo a la sintesis de etileno. Esto sugiere la
existencia de una regulacién metab6lica que implicarfia que to-
do el ACC formado se transforma en etileno. Por lo tanto una
inhibicibén de la actividad de la ACC sintetasa no necesariamen
te provocarifia una disminucién del nivel de ACC del tejido con-
comitante con la disminucién de la produccién de etileno. Cuan
do esta hormona alcanza un cierto nivel, induce "per sé" a la
ACC sintetasa. A partir de este momento se pierde la regula-
cibén antes mencionada, detect&ndose una acumulacién de ACC en
el tejido. Este hecho lo hemos verificado en las experiencias
llevadas a cabo con tomates enteros, almacenados en aire a 25°C

o tratados con diéxido de carbono hasta un perfodo m&ximo
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de tres dfas. La desregulacién metab6lica es coincidente con

el desarrollo de color superficial asf como de otros cambios

relacionados con la maduracién y posterior senescencia de los
frutos.

Dado que el ACC es el precursor inmediato del etileno, su
nivel necesariamente debe incidir en la sintesis de esta hormo
na. Estudios realizados por Acaster y Kende (1982) han mostra-
do que la ACC sintetasa posee una vida media corta lo que im-
plica una sintesis continua de la misma para mantener el nivel
requerido de ACC. Esto nos llev6 a preguntarnos si el diéxido
de carbono podria estar afectando la cantidad de enzima exis-
tente en el tejido. Los resultados obtenidos (Figura 11) indi-
can que altos niveles de di6xido de carbono inhiben la induc-
cién de la ACC sintetasa provocada por corte y que dicha inhi-
bicibn es detectable después de 90 minutos de incubacién, tiem
po tres veces superior al correspondiente a la vida media de
esta enzima. Adem&s se observd que la cantidad de ACC sinteta-
sa no llega a cero a tiempos ampliamente superiores al de su
vida media. Estos hechos, conjuntamente con la no alteracién
de la actividad de las enzimas involucradas en la sintesis hor
monal, sugieren que el di6xido de carbono podria actuar a ni-
vel de transcripcién y/o a nivel de traduccién.

Estudios realizados recientemente en peras (Knee, 1987)
indican la existencia de mRNAs preformados correspondientes a
ACC sintetasa. Extrapolando estos hallazgos a nuestro sistema,
podriamos explicar por qué, en los experimentos realizados con

discos de pericarpio de tomate tratados con diéxido de carbono,
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se detecta una cierta cantidad de enzima a tiempos mayores que
su vida media. Sin embargo, el hecho que en tomates enteros el
nivel de ACC permanezca constante a lo largo de periodos de
tratamiento con atmésferas enriquecidas del orden de 9 dfas,
sugiere que la inhibicibén ejercida por el didéxido de carbono
es parcial puesto que resulta dificil pensar en tiempos de vi-
da media de RNAs mensajeros del orden mencionado (9 dias).

En base a lo expuesto consideramos que el diéxido de car-
bono inhibe parcialmente la sintesis "de novo" de la ACC sinte
tasa. Esto provoca una disminucidn de la cantidad de ACC trans
formada en etileno y por ende un retraso en los eventos de ma-
duracién regulados por esta hormona. Los resultados obtenidos
en este trabajo no permiten discernir si el punto de accibn
del didxido de carbono es a nivel de la etapa de transcripcibn
y/o de traduccidn. Asimismo, es posible afirmar que el mecanis
mo de accibn del dibéxido de carbono, a los niveles usados, no
provoca dafios o modificaciones irreversibles en el tejido para
tiempos de exposicidn cortos y que su presencia es indispensa-
ble para que se mantenga su efecto (Figuras 12, 14, 21, 24, 29

y 31).
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