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RESUMEN

El uso de prohexadiona de calcio (P-Ca) en frutales aumenta los niveles de sélidos solubles, antocianinas y aromas en el producto
cosechado; el efecto de P-Ca en hortalizas es poco conocido. En este trabajo se evaluaron los cambios que provoca la P-Ca en
la capacidad antioxidante total, contenido de licopeno y actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa en frutos de tomate bola
(Lycopersicon esculentum Mill.) variedad Floradade. Se evaluaron diferentes concentraciones (0,125, 175y 200 mgiitro-') con una y
dos aplicaciones. La primera aplicacion se realizé cuando las plantas presentaron primordios florales, y la segunda 15 dias después.
Los resultados sostienen que P-Ca incrementé (P<0.01) la capacidad antioxidante total de los frutos, principalmente en los frutos en
estado de hombros verdes. La concentracion de licopeno aumenté en los frutos de plantas tratadas con cualquiera de las dosis de
P-Ca, con una mayor concentracién en frutos en hombros verdes. Asimismo, con la aplicacion de P-Ca la actividad de la catalasa y
peroxidasa aumento significativamente (P<0.01).
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PROHEXADIONE CALCIUM INCREASES ANTIOXIDANT
CAPACITY, LYCOPENE CONTENT AND ENZYMATIC
ACTIVITY IN FRUITS OF TOMATO FLORADADE

ABSTRACT

Prohexadione calcium (P-Ca) increases the levels of soluble solids, anthocyanins and aromatic compounds in deciduous fruits.
In vegetable crops the effect of P-Ca is less documented. In this study it was evaluated the changes originated by P-Ca on total

antioxidant capacity, lycopene content and catalase and peroxidase activity in Floradade tomato (Lycopersicon esculentum Mill.)
different concentration (0, 125, 175 and 200 mg-liter') with one or two applications of P-Ca were evaluated. The first application was
conducted when plants showed floral tissue initials and the second 15 days after. The results showed that P-Ca increased (P<0.01)
the total antioxidant capacity in fruits under shoulder stage. The lycopene concentration increased in fruits from plants sprayed with
any P-Ca concentration, being higher at the stage of green shoulder. The catalase and peroxidase enzyme activity also showed an
increase (P<0.01) with the application of P-Ca.
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INTRODUCCION

Los retardantes del crecimiento son eficaces en el
control del crecimiento vegetativo en arboles frutales y
plantas ornamentales; sin embargo, substancias como
cloromequat y paclobutrazol, que se utilizaron en manzanos
como estimulantes de la brotacién y se les atribuy6 ciertos
beneficios a frutos cosechados se encuentran restringidos
para su uso agricola, puesto que poseen una alta residualidad
en los cultivos (Rademacher et al., 2006).

Un retardante de crecomiento que se usa recientemente
en la horticultura es la prohexadiona de calcio (P-Ca); [(3-oxido-
4-propionil-5-oxo-3-ciclohexano-carboxilato]. En la Unidn
Europeay E.E.U.U., se han estudiado sus efectos en algunos
cultivos como manzana y cereales ( Rademacher, 1993; 2000)
y cacahuate (Evans et al., 1999).

Se ha sugerido que la P-Ca puede intervenir en
rutas biosintéticas de metabolitos secundarios e impactar
positivamente en la capacidad antioxidante (Gosch
et al., 2003; Roemmelt et al., 2003a), lo cual explica
el incremento en la resistencia al ataque de tizén de
fuego (Erwinia amylovora) y rofa (Venturia inaequalis)
en manzano y peral (Halbwirth et al., 2003; Roemmelt
et al., 2003b). Considerando la importancia de las
hortalizas como alimentos funcionales para alimentar y
mejorar la salud de la poblacién a través de su riqueza
en antioxidantes, es importante establecer si P-Ca
puede contribuir positivamente en esta linea de estudio.
Por tanto, el objetivo de la investigacion fue evaluar los
efectos de la P-Ca en la capacidad antioxidante total,
en la concentracién de licopeno y en la actividad de las
enzimas catalasa y peroxidasa en frutos de tomate bola
(Lycopersicon esculentum Mill.) variedad Floradade.

MATERIALES Y METODOS

Se aplicaron con un atomizador separadamente
cuatro concentraciones de P-Ca (0, 125, 175 y 200
mg-litro™") en plantas de jitomate bola variedad Floradade.
Se realizaron dos aplicaciones, la primera cuando las
plantas presentaron primordios florales, y la segunda 15
dias después. El cultivo se condujo de agosto de 2005 a
febrero 2006 en un invernadero ubicado en Buenavista,
Salltillo, estado de Coahuila, México, a25° 23" LNy 101° 01”
LO, con una altitud de 1,743 m. El promedio de temperatura
en el invernadero fue 27 °C y la humedad relativa 65 %.
La cosecha se inici6 el 28 de diciembre 2005 cuando los
frutos alcanzaron el grado de color tres y un tamario de 5
x 6 cm de acuerdo a la norma USDA (Crookes y Grierson,
1983).

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres
factores para determinar la capacidad antioxidante total
y el contenido de licopeno y un bifactorial para medir la
actividad de la catalasa y peroxidasa con tres repeticiones
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por tratamiento con las siguientes caracteristicas: Factor
(A) concentracion de P-Ca, (B) numero de aplicaciones
y (C) estadios de maduracion (inicio de color y hombros
verdes). Los datos obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza y comparacion de medias con la
prueba de Tukey usando el paquete SAS, (2000).

Determinacion de la capacidad antioxidante total

Los frutos cosechados se seccionaron en dos partes
iguales, de la parte central de cada una se tomaron 5 g
de muestra, se colocaron en un mortero congelado, se
agregdé 10 ml de amortiguador de fosfatos (pH 7) y se
molid; el extracto obtenido se centrifugd a 3,000 rpm por
10 min, y el sobrenadante se utilizé para determinar la
concentracion de antioxidantes empleando el kit “total
antioxidant status kit assay” de Calbiochem® que consta
de una soluciéon amortiguadora (fosfato salino), cromégeno
(Metmioglobina y ABTS ©-[cation radical 2,2-Azinobois-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato)], sustrato estabilizado (H,O,)
y como estandar el analogo de la vitamina E, Trolox (acido
6-hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametil croman-2-carboxilico) 1.5
mM (Miller et al., 1993). Se prepararon los tres reactivos
incluidos en el kit de la siguiente forma: Al cromoégeno y al
sustrato se le agregaron 10y 7.5 ml de amortiguador (pH
7, ) respectivamente, al estandar se le agregd 1 ml de agua
destilada. El espectrofotdmetro se ajustdé a 600 nm contra el
aire; el H,O, estabilizado y el cromogeno se equilibraron a
37 °C, exactamente 5 min antes de ser utilizados. El blanco
se prepard agregando 20 ul de agua bidestilada en una
celda y 1 ml del cromégeno. En otra celda se preparo el
estandar, agregando 20 pl de Trolox y 1 ml de cromoégeno,
y se ley¢ la absorbancia inicial (A ;) en ambos. Los extractos
de los frutos de tomate se analizaron al colocar 20 pl de
extracto centrifugado y 1 ml de cromoégeno, se mezclaron
y se leyo la absorbancia inicial, se afiadieron 200 ul del
H,0, estabilizado diluido, se mezclaron y se tomo el tiempo
de inicio simultaneamente. La absorbancia final (A) se
midié después de tres minutos del desarrollo de color. La
temperatura se mantuvo a 37 °C durante toda la prueba.
La capacidad antioxidante en las muestras se calculo
utilizando la concentracion del estandar Trolox.

El gradiente de la absorbancia (AA) para las muestras
(AA,), el estandar (AA)) y el blanco (AA,) se determinaron
con la siguiente ecuacion general: AA=A-A;

Se calculd la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox (CAET) con la férmula:

CAET (mM) =_concentracion del estandar Trolox (1.5 mM) x [2A, - A, ]
AA,— AA,

Los resultados se expresaron como mM de equivalentes
de Trolox por mg de peso fresco de muestra.

Determinacion de la concentracion de licopeno



Se pesaron 3 g de pericarpio del fruto de tomate, se
colocaron en un mortero congelado que contenia 3 ml de
amortiguador de fosfatos (pH 7) y se molid, de la mezcla se
colocaron 2 ml en tubos de centrifuga, se agregaron 4 ml de
la mezcla hexano - acetona (3:2), se agit6 la mezcla para
separar y disolver los pigmentos de las membranas (Davis
et al., 2003), se centrifugd a 3,000 rpm por 10 min para la
separacion de fases, se extrajo la fase coloreada y se ley6
la absorbancia a 502 nm (A,,,) en un espectrofotdometro

Milton Roy Co. El contenido de licopeno se calculd con la
férmula: Licopeno (ugg™) =Amx[32i0}x4 (Fish et al., 2002).

Determinacion de la actividad catalasa

La extraccion se realizo de 0.5 g de pulpa de tomate
sin cascara en 5 ml de amortiguador de fosfatos 100 mM
(pH 7), 50 mg de polivinilpirrolidona en un mortero enfriado
a 4 °C, se centrifugd a 3,000 rpm por 11 min a 4 °C. Del
sobrenadante se obtuvo la enzima (Masia, 1998). Para la
determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa
(EC 1.11.1.6) (IUBMB, 2007a) se prepararon 5 ml de la
mezcla de reaccién que contenia: 300 uM de amortiguador
de fosfatos 100 mM (pH 6.8), 100 uM de H,O, y 1 ml del
sobrenadante con la enzima, previamente diluido de 1:20.
La mezcla de reaccion se incubd por 1 min a temperatura
constante 25 °C, la reaccion fue detenida al agregar 10 ml
de H,SO, al 2 % (v/v). EI H,O, residual se titul6 con una
solucion de KMnO, (0.2 M) hasta obtener un color purpura
débil que persistié al menos 15 s. Una unidad de catalasa
se definid como la cantidad de enzima que descompone
1 uM de H,O0,'min "' a 25 °C.

Determinacion de la actividad peroxidasa

Se homogenizaron 0.5 g de pulpa de tomate sin
cascara con 5 ml de amortiguador de fosfatos 100 mM (pH
6.8), en un mortero enfriado a 4 °C, se centrifugd a 3,000
rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante que contiene la
enzima peroxidasa (EC 1. 11. 1. 7) (IUBMB, 2007b) se
separo y diluyd en una proporcion de 1:20 (v/v). La actividad
enzimatica se determind con 125 uM de amortiguador
de fosfatos 100 mM (pH 6.8), 50 uM de pirogagol, 50
uM de H,O, y 1 ml de extracto de enzima diluido de 1:20
para obtener 5 ml de volumen. La mezcla de reaccion se
incubo por 1 min a 25 °C, se afiadieron 0.5 ml de H,SO,
al 5 % (v/v) para detener la reaccion. La concentracion de
purpurogalina se midié a una absorbancia de 420 nm (A,,,),
utilizando el espectrofotémetro previamente referido (Kar
y Mishra, 1976).

RESULTADOS Y DISCUSION
Capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total mostro diferencias significativas
entre tratamientos en su triple interaccion (Figura 1).

La aplicaciéon de cualquiera de las dosis de P-Ca
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FIGURA 1. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox en frutos de tomate va-
riedad Floradade en respuesta a las aplicaciones con prohexadiona
de calcio. Las barras representan el promedio de tres repeticiones
* error estandar (Tukey, P<0.01).

aumentoé significativamente (P<0.01) la CAET en las
dos etapas de maduracion con una o dos aplicaciones.
Esta diferencia parece sefialar al retardante como un
promotor del sistema antioxidante en el fruto del tomate.
La literatura en donde se sefiale la posible influencia de
P-Ca en el contenido de antioxidantes totales en frutos, es
muy escasa (Disegna et al., 2006). Se sabe que P-Ca es
capaz de modificar la ruta biosintética de los flavonoides
en frutos de manzano, generando nuevos flavonoides
que al parecer poseen actividad antioxidante en hojas
jovenes y en los mismos frutos (Rademacher et al.,
2006). Jiménez et al. (2002), reportaron que los niveles
de antioxidantes en la fase acuosa, glutation y ascorbato
se acrecentaron durante el proceso de maduracién
asociandolos con cambios significativos en el estatus
redox del fruto. Ademas, registraron cambios en actividad
de la superoxido dismutasa, catalasa y de otras enzimas
que intervienen en el ciclo ascorbato—glutation durante
el proceso de maduracion del tomate, indicando que el
sistema antioxidante desempefia un papel primordial en
este proceso. Es probable que P-Ca contribuya a fortalecer
este proceso y por lo tanto seria muy interesante elucidar
el efecto directo del retardante en futuros estudios.

La concentracion de 125 mg-litro™ de P-Ca incremento
significativamente (P<0.01) la CAET, en comparacion
con el testigo cuando se realizaron dos aplicaciones del
retardante en hombros verdes. Se observé una tendencia
consistente a incrementar la CAET de acuerdo al estadio
de maduracion, y al numero de aplicaciones.

La concentracion de 175 mg-litro' de P-Ca no mostro
una tendencia clara en la CAET, siendo mayor en frutos
en hombros verdes en comparacién con frutos al inicio
de color (P<0.01). Una sola aplicacion de esta dosis en
inicio de color fue superior (P<0.01) a dos aplicaciones
en este estadio, pero la mayor CAET se encontré con dos
aplicaciones en hombros verdes (P<0.01).

La concentracion de 200 mg-litro' de P-Ca mostro
una tendencia similar a la que provoco la concentracion de
125 mg-litro”'. En ocasiones, P-Ca aplicado a concentracio-
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nes de 200 mg-litro™' en tomate refleja menos antioxidan-
tes en sus frutos, aparentemente como resultado de una
concentracion supraoptima (Rademacher, 2000). La CAET
se incrementod en los estadios inicio de color y hombros
verdes, con una y dos aplicaciones. Dos aplicaciones de
200 mg-litro' de P-Ca provocaron mayor CAET (P<0.01)
en frutos en hombros verdes que una sola o dos aplicacio-
nes en inicio de color. Estos resultados concuerdan con los
de Disegna et al. (2006), quienes al realizar aplicaciones
repetidas de P-Ca en uvas para vino, cosecharon frutos
con un mayor contenido de antioxidantes, en particular
de antocianinas y una mayor persistencia e intensidad
aromatica. Martinez et al. (2002), al cuantificar la actividad
antioxidante de nueve variedades de tomates, empleando
dos métodos (DPPH y CAET) reportaron una diferencia
significativa entre variedades y el método empleado. Las
diferencias existentes entre métodos se deben al principio
en el cual se desarrollé cada uno (Cao y Prior, 1998; Prior
et al., 2003; Chiu et al., 2004). Por ejemplo, Wang et al.
(1996) al determinar la capacidad antioxidante en frutos de
tomate con el método ORAC, reportaron 1.89 mM Trolox-g!
de peso fresco; mientras que en el presente estudio se
obtuvieron valores entre 4.9 y 5.1 mM Trolox-g™" de peso
fresco en frutos de plantas testigo.

Concentracion de licopeno

La concentracion de licopeno en frutos de tomate de
plantas tratadas mostro diferencias sustanciales (P<0.01)

en su triple interaccion (Figura 2).
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FIGURA 2. Contenido de licopeno en frutos de tomate variedad Floradade

en respuesta a las aplicaciones con prohexadiona de calcio. Las
barras representan el promedio de tres repeticiones * error estan-
dar (Tukey, P<0.01).

El contenido de licopeno aumentd significativamente
(P<0.01) de cuatro a ocho veces con relacion al testigo,
cuando se aplicé cualquiera de las concentracion de
P-Ca en una o dos aplicaciones. Las concentraciones
mas altas de licopeno se obtuvieron al aplicar P-Ca en
hombros verdes (ocho veces la concentracion del testigo).
La aplicacién en inicio de color provocd concentraciones
de licopeno cuatro veces mas altas que el testigo (Figura
2). Dentro de la concentracion de 125 mg-litro de P-Ca
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existié diferencia significativa (P<0.01) entre los estadios
de maduracion, pero no entre el numero de aplicaciones.
Esto sugiere que la dosis de 125 mg-litro' de P-Ca es la
6ptima para incrementar la concentracion de licopeno en
el fruto cuando éste alcance la madurez de cosecha.

El factor primordial en la concentracion de licopeno
en el fruto es el grado de maduracién, puesto que frutos en
hombros verdes registraron mayor concentracion de lico-
peno comparados con frutos en estadio al inicio de color.

El ciclo de cultivo (Ciruelos et al., 2003) o la variedad
(Jiménez et al., 2002; Martinez et al., 2002) son factores
que causan una variacion en la concentracion del licopeno
en frutos del tomate. Con esas experiencias, es probable
que P-Ca estimule la extensién de produccion de licopeno
en los frutos aqui estudiados, como ha sido ya reportado
en brécoli, en cuyos frutos P-Ca aumenté el contenido de
vitamina C (Rademacher et al., 2006).

Actividad enzimatica

Catalasa

La determinacion de la actividad catalasa en los frutos
de tomate de plantas tratadas con el retardante mostré dife-
rencia (P<0.01) en la interaccion concentracion-nimero de
aplicaciones (Figura 3). La actividad de la enzima, aumenté
con P-Ca a cualquier concentracién y frecuencia de aplica-
ciones. La concentraciéon de P-Ca a 200 mg-litro" mostro
una actividad de la catalasa similar a la concentracion del
retardante a 125 mg-litro™. Este efecto, puede reflejar un
comportamiento de concentracién supréptima del P-Ca
como se ha demostrado en otros cultivos horticolas como

brécoli y repollo (Rademacher et al., 2006).

Con dos aplicaciones de 175 mg-litro' de P-Ca se
obtuvo el valor mas alto de la actividad de catalasa, el
cual fue de hasta tres veces superior al testigo (P<0.01).
Sin embargo, las tres concentraciones del P-Ca provo-
caron niveles de la actividad catalasa significativamente
superiores al testigo. No existi6 diferencia entre una y dos
aplicaciones. La catalasa es una enzima relacionada con
el control celular de los niveles de especies activas de
oxigeno, catalizando la dismutacion del H,0,en H,Oy O,
(Acevedo y Scandalios, 1991; Gosch et al., 2003; Roem-
melt et al., 2003a). Un aumento en los niveles de actividad
catalasa se relacionan con una mayor tolerancia al dafio
oxidativo por frio (Crookes y Grierson, 1983; Jiménez et
al., 2002; Lafuente et al., 2004). Puede suponerse también,
que el efecto fue consecuencia de la activacion de algunos
genes relacionados con la defensa celular contra el estrés
(Ding et al., 2002; Soh et al., 1994).

Peroxidasa

La actividad peroxidasa mostro un incremento relacio-
nado con las concentracion de P-Ca. Todas las concentra-
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FIGURA 3. Actividad catalasa en frutos de tomate variedad Floradade en
respuesta a las aplicaciones con prohexadiona de calcio. Las
barras representan la media de tres repeticiones * error estandar
(Tukey, P<0.01).

ciones del retardante fueron superiores (P<0.01) al testigo,
la concentracion mas alta (200 mg-litro" de P-Ca) con
dos aplicaciones provocé la mayor actividad de la enzima
(Figura 4). Al parecer, aun es posible generar una mayor
actividad peroxidasa en frutos de tomate al incrementar la
concentracion de P-Ca. Este efecto se observa también
cuando se aplican temperaturas altas como inductor de
tolerancia al estrés en frutos de mandarina (Andrews et
al., 2004; Lepedus et al., 2005), o bajas temperaturas en
trigo (Edreva et al., 1993). Por otra parte, la activacion
de la enzima peroxidasa esta correlacionada con las res-
puestas de defensa del fruto en presencia de patégenos
(Maksimov et al., 2003).

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye
lo siguiente: Prohexadiona de calcio aumenta sustancial-
mente la capacidad antioxidante total y la concentracién
de licopeno en frutos de tomate en los grados de madurez
inicio de color y hombros verdes. La actividad de las en-
zimas catalasa y peroxidasa en frutos maduros se incre-
menta significativamente con el retardante del crecimiento.
Lo anterior resulta en un tomate de mejor calidad para el
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FIGURA 4. Actividad peroxidasa en frutos de tomate variedad Floradade en
respuesta a las aplicaciones con prohexadiona de calcio. Las
barras representan la media de tres repeticiones * error estandar
(Tukey, P<0.01).

159

consumo humano.
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