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Resumen

El patron de actividad de la enzima lipoxigenasa (LOX)
(Linoleato:oxigeno oxidoreductasa EC 1.13.11.12), fue
estudiada en frutos de chayote (Sechium edule Jacg. sw.)
variedad virens levis y por vez primera se evalué el
efecto de esta enzima sobre el periodo completo de
maduracion y senescencia. La maxima actividad de LOX
se registrd 24 h después del corte con valores promedio
de 377.1 unidades por mg de proteina por minuto. Esta
actividad enzimética presentd correlacion positiva alta
con la mayor concentracién de 4&cidos linoleico y
linolénico, lo que sugiere que estos lipidos
poliinsaturados pueden ser el principal substrato de la
enzima en el mesocarpio de chayote. Adicionalmente,
también se midi6 la actividad enzimética relativa de LOX
en otros 6rganos de la planta de chayote como la raiz,
tallo y hoja, encontrdndose una menor actividad
comparada con la obtenida en frutos, por lo que es
probable que esta mayor concentracion de la enzima
pueda tener relacion con el caracter viviparo del fruto.

Actividad enzimética, frutos no climatéricos, vida
postcosecha, &cidos grasos poliinsaturados.

Abstract

The lipoxygenase activity pattern (LOX)
(Linoleate:oxygen oxidereductase EC 1.13.11.12) was
studied in chayote fruit cv. virens levis. The enzyme
effect in the whole ripening and senescence process was
evaluated for first time in Sechium edule (Jacg.) Sw. At
24 h postharvest was recorded the maximum of LOX
activity whit an average of 377.1 units per mg of protein
per min-1. A positive correlation between enzymatic
activity and the highest percentage of linoleic and
linolenic acids may suggest that these polyunsaturated
fatty acids may be the principal substrate for LOX in
chayote fruit. In addition, relative enzymatic activity for
LOX also was measured in other chayote plant tissue, as
root, steam and leaves, but these were lower than fruit, it
is probably due to the viviparous condition of Sechium
edule.

Enzymatic activity, non-climacteric fruit, postharvest
life, polyunsaturated fatty acids.

Citacién: DEL ANGEL-CORONEL, Oscar Andrés, ROJAS-REYES, José Orlando, VELA-GUTIERREZ, Gilber y
GARCIA-GALINDO, Hugo Sergio. Patron de actividad de lipoxigenasa en relacion con la maduracion y senescencia
de frutos de chayote (Sechium edule Jacq. sw.). Revista de Ciencias Naturales y Agropecuarias 2015, 2-3: 490-499

* Correspondencia al Autor (Correo Electrénico: oscardelangel.coronel@hotmail.com)

+ Investigador contribuyendo como primer autor.

© ECORFAN-Bolivia

www.ecorfan.org/bolivia



Articulo

491

Revista de Ciencias Naturales y Agropecuarias

Introduccion

La lipoxigenasa (LOX) (Linoleato:oxigeno
oxidoreductasa EC 1.13.11.12), también
conocida como “lipoxidasa” y ‘“caroteno
oxidasa”, es una enzima de peso molecular
cercano a los 100 kDa que ha sido reportada
ampliamente en levaduras, algas, hongos,
plantas y animales, que cataliza Ila
incorporacion de oxigeno molecular en los
acidos grasos poliinsaturados para formar
acidos grasos hidroperoxidados, y constituye
una gran familia de isoenzimas que contienen
hierro no heminico que le permite ser activada
u oxidada por su propio producto lipidico
hidroperoxidado (Forster et al., 1999; Feussner
& Wasternack, 2002; Whitaker & Lester, 2006;
Baysal & Demirddven, 2007).

Muchas isoformas de LOX han sido
identificadas en diferentes compartimentos
celulares y su actividad ha sido asociada a
membranas de diferente origen, como
cloroplasto (Farmaki et al., 2007), mitocondrias
(Braidot et al., 2004), cuerpos lipidicos (Hause
et al., 2000), tonoplasto (Tranbarger et al.,
1991) y membranas plasmaticas aisladas
(Feussner & Wasternack, 2002), por lo que la
presencia de un gran numero de isoformas en
diferentes compartimentos subcelulares
dificulta la asignacion de una funcion especifica
para cada una.

Se ha demostrado en frutos de tipo
climatérico, como el jitomate, que la actividad
de LOX esta directamente relacionada con el
proceso de maduracién y senescencia, y que
existen diversas isoformas de la enzima que
actian cada una en diferentes etapas del
desarrollo del fruto y que pueden expresarse
con cierta especificidad en diferentes partes de
la planta.
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Asi, para jitomate, Griffiths et al. (1999)
reportan cinco isoformas de LOX denominadas
tomloxA, B, C, D, y E, de las cuales solo
tomloxB se expresa Unicamente en fruto y es
asociada con los sintomas de ablandamiento y
senescencia del mismo.

Por otra parte, existen evidencias que
sugieren la participacion de LOX durante la
germinacion de algunas especies de la familia
Cucurbitacea —a la cual pertenece el chayote-,
(Rudolph et al., 2011). Mientras que en otras
especies no tan cercanas taxondémicamente a
chayote, como algunas semillas de leguminosas
(p.€j.: la soya), se ha propuesto que LOX esta
involucrada en la movilizacion de lipidos de
reserva durante la germinacion, y que durante
este proceso solo se involucran algunas
isoformas especificas que pueden participar ya
sea a nivel de tejido parenquimatico en
cotiledon, o mayoritariamente a nivel de
citoplasma y vacuolas de semillas germinadas
(Wang et al., 1999). En semillas oleaginosas,
como el girasol, Rodriguez et al. (1998)
reportan el aumento de la actividad de LOX
entre el dia 0 y 9 de germinacion asociada a
hibridos con alto contenido de acido linoleico,
mientras que esta actividad disminuye cuando
las concentraciones de oleico son mayores que
de linoleico, por lo que dichos autores
concluyen que los cuerpos lipidicos ricos en
acido oleico pueden actuar como un inhibidor
de la actividad de la enzima en cotiledones de
girasol. Por todo lo expuesto anteriormente, es
factible que los frutos de chayote estén
fuertemente influenciados por la actividad de
LOX durante las etapas de maduracion,
germinacion y senescencia, y que en cada una
de estas etapas se activen diferentes isoformas
de LOX.
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Hasta el momento, solo los trabajos de
Flick et al. (1977 & 1978) y Brunette & Flick
(1977) han estudiado la actividad enzimética de
lipoxigenasa, polifenol oxidasa y fosfatasa en
etapas tardias de la maduracion de frutos de
Sechium edule, pero sin encontrar resultados
concluyentes (ausencia de actividad), por lo que
para el presente trabajo se establecio la
hipdtesis de que la enzima lipoxigenasa (LOX)
podria jugar un papel fundamental en el
deterioro de los frutos de chayote durante la
maduracion, y que también puede estar
involucrada con el caracter viviparo de la
especie.

Materiales y metodos
Material vegetal

Un total de 40 frutos de chayote cv. virens levis
en estado de madurez fisioldgica (18-21 dias
post-antesis) fueron cosechados entre 7:00 y
9:00 am en un huerto comercial del municipio
de Huatusco, Veracruz, México. Cada fruto fue
lavado con agua y detergente liquido previo a la
aclimatacion en laboratorio a 25°C por un
periodo de 29 dias. Las evaluaciones de
actividad enzimatica se iniciaron 24 horas
después de la cosecha (dia uno) y las
mediciones subsecuentes fueron evaluadas cada
cuatro dias (1, 5, 9, 13, 17, 21, 25 y 29) durante
la vida postcosecha hasta que los frutos
presentaron  una  apariencia  totalmente
inaceptable para el mercado.

Preparacion de extracto crudo

La extraccion de la enzima se obtuvo
homogenizando 10 g de mesocarpio de fruto de
chayote con 50 mL de agua destilada
desionizada con ayuda de un Braun®
Multipractic MR 400 HC de 200 W de potencia
y frecuencia de operacién de 60 Hz.
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Posteriormente la  mezcla  fue
centrifugada a 14,000 rpm a 4°C por 20
minutos en una centrifuga Allegra 64R
(Beckman Coulter®) como se describe en
Rojas et al. (2014). Finalmente, el sobrenadante
que contiene a LOX fue filtrado con una
membrana Millipore® de 0.22 um para ser
utilizado de inmediato, o en su defecto
congelado a -70°C hasta su uso.

Actividad de lipoxigenasa

La actividad de LOX fue medida de acuerdo al
método de GoOkmen et al. (2002 & 2007),
usando acido linoleico como substrato (93% de
pureza, Sigma®). La solucion substrato fue
preparada mezclando 157.2 uL de é&cido
linoleico con 157.2 pL. de Tween® 20 y 10 mL
de solucion amortiguadora de fosfato de sodio
0.1 M pH 7.0. La solucion fue clarificada por
adicion de 1 mL de NaOH 1 N vy diluida a 200
mL con amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M
pH 7.0 para una concentracion final de 2.5 mM
de &cido linoleico (solucidn stock). La solucion
stock se almacend en frasco ambar y se
mantuvo en refrigeracion hasta su uso por no
mas de tres horas.

Posteriormente para los ensayos de
actividad enzimatica, 1.32 mL de solucion
stock fueron colocados en una celda de cuarzo
(de 3 mL de capacidad) y se le afadieron 680
uL de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M
pH 7.0 y 20 pL de extracto crudo enzimatico.
La preparacion de la muestra blanco fue similar
pero sin el extracto crudo, en su lugar se utiliz6
el mismo volumen de agua destilada
desionizada estéril. Seguidamente, la actividad
de LOX fue medida a 30°C por 10 minutos en
intervalos de 30 s a 234 nm con un
espectrofotometro Beckman® DU 7500.
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La actividad enzimatica fue estimada en
base a su velocidad inicial por un factor de
dilucion de 50 mL, donde una unidad de
actividad de LOX fue definida como un
incremento en la absorbancia de 0.001 a 234
nm por min-lemg-1 de proteina bajo las
condiciones de ensayo. Mientras que la
actividad relativa de lipoxigenasa se expreso
como porcentaje calculado como:

Actividad relativa (%)

Actividad en la muestra 100
= *
Valor de la actividad mas alta

Extraccion de aceites totales, acido linoleico
y linolénico

Los aceites totales fueron extraidos por el
método de Folch (1956) modificado por Olaeta
et al. (1999) para extraccion de aceites en
productos vegetales, usando una proporcién de
1:2:1 de cloroformo:metanol:cloroformo en el
mesocarpio del fruto. Después de la extraccion,
las muestras de aceites fueron derivatizadas de
acuerdo a la metodologia de Ortega et al.
(2004) e inyectadas en un cromatégrafo de
gases HP 6890 para la obtencion del perfil
lipidico expresado como porcentaje del &cido
graso. De todo el perfil obtenido se reportan
Unicamente los datos para &cido linoleico vy
linolénico como principales lipidos de interés
en actividad de lipoxigenasa.

Disefio experimental y analisis de datos

Todos los datos de actividad de lipoxigenasa
fueron sometidos a analisis de varianza de una
via y prueba de comparacién de medias de
Tukey (P<0.05), wutilizando el programa
estadistico de computo Minitab® v.17, bajo un
disefio experimental completamente al azar.
Adicionalmente también se realizé un andlisis
de correlacion entre la actividad de la enzima y
el contenido de &cidos grasos poliinsaturados
(linoleico y linolénico)

ISSN-2410-356X
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Junio 2015 Vol.2 No.3 490-499

Las lecturas de actividad se evaluaron
cada cuatro dias, iniciando desde las 24 h
después del corte (dia uno) hasta el dia 29, con
un total de ocho lecturas. La unidad
experimental fue de un fruto y se midieron
cinco repeticiones en cada lectura, para un total
de 40 frutos. Para observar las tendencias de
comportamiento de la enzima, los datos fueron
graficados con ayuda del programa Sigma Plot
v.10, usando los valores promedio y sus
respectivas desviaciones estandar (P<0.05).

Resultados y discusion
Actividad enzimatica durante la maduracién

La actividad de LOX fue monitoreada en
relacion a todas las posibles alteraciones
asociadas a la maduracién de frutos de chayote
durante la vida postcosecha, la cual comenzé
con la colecta de frutos en una edad cronolégica
de 18 a 21 dias post-antesis, hasta los 29 dias de
vida de anaquel a 25°C. Los ensayos
espectrofotométricos del extracto de proteina
cruda del mesocarpio de chayote revelaron un
maximo de actividad enzimatica a una
absorbancia de 234 nm 24 horas después de que
el fruto fue removido de la planta. De acuerdo
con Yadav & Bhatla (2011), los ensayos
espectrofotométricos para LOX son basados en
el incremento en la absorbancia a 234 nm
debido a la formacion de enlaces dobles
conjugados en el hidroperoxido formado
durante la accion de LOX.

En la Figura 1 se muestra graficamente
el cambio que ocurri6 en las unidades de
actividad de LOX durante la vida de anaquel de
los frutos de chayote. Donde una unidad de
actividad enzimatica se definid como un
incremento en la absorbancia de 0.001 a 234
nm por minuto por miligramo de proteina, a pH
7.0y 30°C (GOkmen et al., 2002).
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Bajo estas condiciones, la mayor
actividad de la enzima se registr6 en los
primeros nueve dias de  evaluacion
observandose diferencias altamente
significativas entre ellos (P<0.001). Siendo el
primer dia de lectura (24 h después del corte) el
que registrd el valor mas elevado con un
promedio de 377.1+£82.4 unidades, seguido por
los dias cinco (221.9455.1 unidades) y nueve
(52.47+£8.35 unidades), a partir del cual ya no se
registraron diferencias estadisticas hasta el final
del periodo evaluado.

P el e LV
| roodadas { g pobeti g e

3 o 1 kL = 15
Diz damaderacion

Figura 1 Actividad enzimatica de LOX durante la vida
de anaquel de frutos de chayote.

Al comparar estos valores de actividad
de LOX en chayote con los reportados en otras
especies, es posible notar que las unidades de
actividad pueden diferir significativamente de
un cultivo a otro, e inclusive entre tejidos
diferentes en la misma planta. Asi, por ejemplo,
Gokmen et al. (2002) reportaron mas de 1,000
unidades de actividad de LOX en chicharos
verdes cuando las pruebas se ensayaban a 30°C.
Mientras que Gokmen et al. (2007), registraron
para trigo valores de alrededor de cinco
unidades de actividad de la enzima bajo las
mismas condiciones de temperatura (30°C), y
valores maximos de siete unidades cuando la
temperatura fue elevada a 40°C.
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Otro ejemplo se observa en el trabajo de
Seta et al. (2014) quienes reportaron cambios
del orden de 0.4 y 1.0 unidades de actividad de
LOX en dvulos de Larix kaempferi (Lamb)
durante la megaesporogoenesis,
especificamente entre la etapa de division
celular de la megaespora madre y el desarrollo
de la megaespora funcional. Otro trabajo que
reporta variaciones interesantes en la actividad
de LOX de semillas de pepino es el de Rudolph
et al. (2011), sin embargo, sus datos son
expresados como actividades relativas de la
enzima por lo que no pueden hacerse
comparaciones con respecto a las unidades de
actividad registradas en chayote.

En cuanto al patrén de actividad de
LOX observada en la maduracion de frutos de
chayote, no se encontraron referencias que
mostraran una tendencia similar en otras
especies de frutos. El patron de actividad de la
enzima en chayote fue decreciente en los
primeros nueve dias de maduracion y
posteriormente se estabilizo, justo antes de la
aparicion de los primeros brotes germinativos.
Este tipo de tendencia, se ha reportado para
otras enzimas caracteristicas de pared celular
como celulasa y xiloglucan-
endotransglicosilasa (Payasi et al., 2009).

En algunas semillas oleaginosas, como
el girasol, se ha reportado que el patron de
actividad de LOX puede estar asociada a la
germinacion de la semilla. Por ejemplo, Yadav
& Bhatla (2011) observaron que no habia
cambio en la absorbancia a 234 nm cuando las
semillas de girasol estaban en un estado de
imbibicion, indicando que la actividad de LOX
era muy baja o completamente nula. Sin
embargo, después de la germinacion de las
semillas la actividad se increment6 en el
momento de aparicion de plantula, pero después
de esto disminuyd nuevamente.
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Rudolph et al. (2011), en cotiledones de
pepino observo que el primer producto de LOX,
el 13-HPO, se genera desde las primeras horas
de iniciada la germinacién (12 h) y su
concentracion aumenta gradualmente hasta las
96 h después, a expensas del consumo del &cido
linoleico (principal substrato de LOX).

Correlacion entre actividad de lipoxigenasa
y contenido de &cidos linoléico y linolénico

La actividad de LOX presentd una ligera
correlacion negativa con la pérdida de peso y
volumen del fruto (r = -0.7, en ambas
variables), asi como también una buena
correlacion positiva con las concentraciones de
acidos linoleico (r = 0.85) y linolénico (r =
0.87). Esto puede ser atribuido principalmente a
dos factores: 1) la pérdida de agua ocasionada
por la transpiracion normal del tejido; y 2) la
pérdida ocasionada por la desestabilidad
estructural de las membranas celulares, debido
a la liberacion de fosfolipidos por accién de
LOX, como se ha sefialado en frutos como
melon (Nufiez et al., 2008) y jitomate (Griffits
et al., 1999b). De acuerdo con Rudolph et al.
(2011), en pepino se observo la degradacion de
cuerpos lipidicos en las membranas de los
cotiledones durante la germinacién de las
semillas y esto coincidié con la liberacion de
fosfolipidos de la membrana, donde el primer
producto de LOX, el 13-HPO, fue medido
desde una etapa temprana de la germinacion
(12-24 h) y su concentracion fue aumentando
gradualmente, mientras que el contenido de
acido linoleico esterificado (substrato de LOX)
disminuy6 de 875 nmolemg-1 después de 18 h
hasta 220 nmolemg-1 después de 96 h de haber
iniciado el proceso germinativo, lo que
representd una pérdida del 75% del &cido graso.
Estos autores sugieren que hubo una
movilizacion de éstos lipidos para ser usados
como fuente de carbono para el crecimiento del
brote vegetativo en la etapa de post-
germinacion.
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Los hidroperdxidos derivados de la
actividad de LOX no fueron medidos en el
presente trabajo, sin embargo, dado que la
maxima accion enzimética mostrd correlacion
positiva con la maxima concentracion de acido
linoleico y &cido linolénico en mesocarpio, es
posible sugerir una relacion directamente
proporcional, donde a mayor concentracion de
estos &cidos grasos corresponde una mayor
actividad relativa de LOX (Figura 2). Esto ha
sido propuesto por Rodriguez et al. (1998) para
semillas hibridas de girasol ricas en acido
linoleico. Por otra parte, cuando las cantidades
de &cido linoleico y linolénico disminuyeron
entre el dia 1 y 13, también la actividad
enzimatica mostr6 un decremento altamente
significativo (P+0.001) pasando desde un 100%
de actividad relativa hasta un 18.2+4.4% en el
mismo tiempo (Figura 2).
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Figura 2 Actividad relativa de LOX en relacion al
contenido de &cido linoléico en chayote.

Estos resultados sugieren que el &cido
linoleico y linolénico pueden ser los principales
sustratos de LOX en frutos de chayote. Aunque
no existen referencias para S. edule, la hipotesis
puede ser soportada por los numerosos reportes
que sefialan que los substratos de LOX son
predominantemente los acidos linoleico y
linolénico, y cuya abundancia en plantas
superiores coincide con la ocurrencia de
maultiples isoformas especificas de LOX que
oxigenan estos acidos grasos poliinsaturados,
justo después de la induccién de fosfolipasas.
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Por varios estresores que son disparados
después de la disrupcion de membranas
celulares (Baysal et al., 2007; Gokmen et al.,
2007; Boeglin et al., 2008; Dainese et al., 2010;
Lemeza et al., 2010). De acuerdo con Maaleku
et al. (2006), la actividad de LOX juega un
papel clave en el contenido de lipidos y
preservacion de la integridad de las membranas.
Estos autores sugieren que la utilizaciéon de los
acidos linoleico y linolénico por actividad de
LOX resulta en un dafio de las membranas por
reduccion de su contenido lipidico en chile, por
lo que ellos asocian una mayor degradacion de
los &cidos grasos de la membrana con un
aumento en la presencia de otros acidos grasos
libres y una mayor pérdida de agua de fruto.

Por tanto, el papel de la actividad de
LOX en relacion al contenido de los acidos
grasos libres en chayote, y especialmente los
acidos linoleico y linolénico, asi como la
pérdida de peso de fruto, pueden sugerir que
durante la maduracion del fruto, el cambio en
estas variables ocurre por la degradacion de las
membranas, y de manera adicional, es probable
que exista una relacion con el evento de
germinacion de frutos de chayote, ya que este
evento coincidié con el momento en el cual el
acido linoleico y linolénico disminuyeron hasta
alcanzar una concentracion minima constante
en el dia 13 de evaluacién, justo cuando fueron
observados los primeros sintomas de aparicion
de brote en un 12.5% de los frutos evaluados.
Aunque este comportamiento se asemeja a lo
reportado por Rudolph et al. (2011) para
semillas  de  pepino, se  requeriran
investigaciones posteriores para determinar si el
papel de LOX también estd directamente
asociado al proceso de germinacién en semillas
de chayote.
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Actividad relativa de lipoxigenasa en planta
y fruto

La actividad enzimatica de LOX exhibio
diferentes respuestas dependiendo de la fuente
del tejido evaluado. El andlisis de varianza
revel6 que la maxima actividad relativa fue
registrada en mesocarpio de fruto (100% de
actividad relativa), la cual fue
significativamente diferente de los porcentajes
registrados para los tejidos de hoja
(74.6£9.9%), tallo (54.916.8%) vy raiz
(39.118.7). La presencia de LOX en diferentes
6rganos de la planta de chayote puede
observarse de manera gréafica en la Figura 3.
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Figura 3 Actividad relativa de LOX en diferentes tejidos
de chayote.

La presencia de LOX en diferentes
organos de la planta de chayote estd bien
justificada debido a que la enzima esta
implicada en varios procesos fisioldgicos, tales
como la sefializacion, respuesta a condiciones
de estrés abiotico, mecanismos defensa contra
ataques de patogenos, crecimiento y desarrollo
(Seta et al., 2014), mientras que en fruto su
presencia se ha asociado a la desregulacion del
funcionamiento de las membranas, acelerando
el proceso de maduracion y/o senescencia
(Griffiths et al., 1999; Rudolph et al., 2011). En
adicion a lo anterior, la presencia de LOX
también ha sido demostrada en diferentes
organos de plantas superiores, como semillas,
cotiledones, plantulas, raices, hojas.
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Frutos, flores, inflorescencias y anteras
de diversas especies vegetales (Rudolph et al.,
2011; Seta et al., 2014), sin embargo, en todos
estos reportes la actividad de la enzima solo
muestra para un solo dérgano de la planta, sin
mostrar ningun comparativo entre las diferentes
estructuras de la planta, como el que es
presentado aqui para chayote.

Conclusiones

La actividad de la enzima lipoxigenasa fue
medida por vez primera en durante un periodo
largo de vida de anaquel de frutos de chayote,
observandose que los valores méas altos de
actividad enzimaética se obtienen entre el dia 1
(377.1 unidades por mg de proteina por minuto)
y el dia 13, momento a partir del cual
empezaron a observarse los primeros sintomas
de aparicion de brotes en frutos. La alta
correlacion positiva observada entre la mayor
actividad de LOX en los primeros dias
postcosecha con respecto a los altos niveles de
acidos linoleico y linolénico sugieren también
que estos lipidos pueden ser los principales
sustratos de la enzima en chayote, jugando un
papel fundamental en el metabolismo de
hidroperoxidacion de membranas, acelerando la
deshidratacion y senescencia del fruto, asi como
la aparicion de brotes germinados. Al evaluar la
actividad relativa de LOX en hojas, raices y
tallos se observo que éstos Grganos contienen
menor actividad que la registrada en los frutos,
por lo que la funcion de esta enzima en la
planta de chayote puede estar mas relacionada
con los mecanismo de defensa y respuesta a
dafos fisicos, mientras que en frutos puede ser
asociada con la desregulacion de membranas y
la aceleracion del proceso de senescencia y
germinacion.
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