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Rendimiento y calidad de fruto en tomates nativos mexicanos (Solanum lycopersicum L.) y
analisis de expresion génica en la sintesis de carotenoides

Maria Guadalupe Sandoval Ceballos, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor produccién y
consumo a nivel mundial. Por ser centro de origen, diversidad, y domesticacion de esta hortaliza,
México cuenta con una amplia coleccidn de variedades nativas que aun se siembran principalmente
para autoconsumo y venta en mercados locales. Con el fin de aprovechar esta diversidad es
necesario caracterizar estos materiales desde los puntos de vista agronémico, bioquimico y
molecular. En este estudio se evalud el potencial de una muestra de siete variedades nativas
contrastantes y de un hibrido experimental entre dos poblaciones nativas, en comparacion con dos
hibridos comerciales. Estas variedades provienen de cuatro estados del pais, Puebla (P-445, P-256
y P-257), Estado México (M-430 y M-12), Campeche (C-256) y Oaxaca (0O-427); el hibrido
experimental que se evalud en este trabajo fue desarrollado en el Colegio de Postgraduados. Las
evaluaciones se hicieron en términos de rendimiento de fruto, calidad postcosecha, contenido de
compuestos funcionales y niveles de expresion génica en la biosintesis de carotenoides.
La investigacion se condujo en tres etapas. En la primera etapa los materiales se caracterizaron en
términos de rendimiento por planta y sus componentes, mediante un experimento completamente
al azar con 15 repeticiones. En la segunda etapa se evalud la calidad postcosecha de frutos
cosechados en estado rojo maduro, mediante variables como indice de madurez, contenidos de
glucosa y fructosa, pH, firmeza, propiedades fisicas de la pulpa, y tamafio de frutos. En esta etapa
también se midié la tasa de respiracion y la pérdida de peso desde el estado verde maduro (madurez
fisioldgica) hasta el estado de rojo (madurez comercial). En la tercera etapa se evalud la capacidad
antioxidante, el contenido de carotenoides (licopeno y B-caroteno), el contenido de a-tocoferol, y
los niveles de expresion génica de los genes E8 (marcador de estado de madurez), PDS, LYC-¢,
LYC-B1, CYC-pB, involucrados en la biosintesis de carotenoides.
En rendimiento sobresalié la variedad nativa procedente de Puebla, P-256 porque supero a los
hibridos testigos (P <0.5), y también las variedades P-445 y P-257 porque igualaron el rendimiento
de los testigos. En indice de madurez, las variedades nativas obtuvieron valores mayores a 12.5,

valor que super6 ampliamente a los de los hibridos comerciales. En contenido de azUcares



sobresalio la variedad tipo “Cherry” M-12 (procedente del Edo. de México) porque registro las
concentraciones mas altas de glucosa y fructosa, asi como de dulzor. En cambio, en firmeza
solamente las variedades P-256 y el hibrido experimental O-427xP-445 pudieron igualar a los
hibridos comerciales; las deméas variedades nativas resultaron inferiores. En la actividad
metabolica de los frutos cosechados, las variedades nativas mostraron mayor tasa de respiracion
que los hibridos comerciales al inicio de la maduracion, pero al final de la madurez todas fueron
similares a los testigos. En el contenido de licopeno las variedades P-445, M-430, P-257 y O-
427xP-445 fueron tan altas como los hibridos comerciales. Pero en contenidos de B-caroteno y a-
tocoferol la variedad P-257 fue superior a los testigos. Destaca que todas las variedades nativas
superaron a los hibridos comerciales en capacidad antioxidante. En los niveles de expresion génica
se encontraron variedades nativas con mayores niveles de expresion que los testigos, como las
variedades C-267, M-430 y P-257. Es decir, hay variedades nativas iguales y hasta superiores a
los hibridos testigo en caracteristicas de cantidad y calidad de fruto, excepto en firmeza, por lo
que, por si mismas tales variedades nativas son materiales de interés agronémico e industrial, cuyo

valor aiin puede ser aumentado mediante mejoramiento genético.

Palabras clave: Tomate nativo, rendimiento, postcosecha, caracteristicas organolépticas, calidad

de fruto, carotenoides.



YIELD AND FRUIT QUALITY IN MEXICAN NATIVE TOMATOES (Solanum
lycopersicum L.) AND ANALYSIS OF GENE EXPRESSION ON CAROTENOID
SYNTHESIS

Maria Guadalupe Sandoval Ceballos, M.S.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT
Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most produced and consumed vegetables
worldwide. Mexico, as a center of origin, diversity, and domestication of this vegetable, has a wide
variety of native varieties which are still planted mainly for self-consumption or for sale in local
markets. To take advantage of this diversity it is necessary to characterize these materials
according to agronomic, biochemical, and molecular traits. In this study the potential of seven
native varieties and an experimental hybrid formed between two native populations were evaluated
in terms of fruit yield, postharvest quality, content of functional compounds and levels of gene

expression in carotenoid biosynthesis, compared to one or two commercial tomato hybrids.

This research was conducted across three stages. In the first stage the genetic materials were
evaluated for their agronomic behavior under a completely randomized experimental design with
15 repetitions, by measuring fruit yield per plant and the yield components. In the second stage,
the same material was studied regarding their postharvest fruit quality in fruits at the ripe red state,
with traits such as the maturity index, glucose and fructose concentration, pH, firmness, physical
properties of the pulp, and fruit size were measured; the rate of respiration and weight loss were
measured from the mature green state (physiological maturity) to the red state (commercial
maturity). In the third stage, antioxidant capacity, carotenoid content (lycopene and (3-carotene),
the a-tocopherol content, and gene expression levels of the E8, PDS, LYC-¢, LYC-f1, CYC-f genes

were evaluated.

Regarding fruit yield, the local variety P-256 produced a higher yield than the commercial hybrids
(P <0.05), and the native varieties P-445 and P-257 yielded equal as these controls. In the maturity
index the native varieties obtained higher values of 12.5, which were higher than the commercial

controls. In sugar content, the native variety M12 shows a higher concentration of glucose and

Vi



fructose than the other varieties including controls. However, in fruit firmness only the native
varieties P-256 and the experimental hybrid O-427xP-445 were equal to the commercial hybrids.
Besides, the native varieties showed higher respiration rate than the commercial hybrids at the
beginning of the fruit maturation process. In lycopene content the local varieties P-445, M-430
and P-257 and the experimental hybrid O-427xP-445 were equal to commercial hybrids, whereas
the native tomato P-257 variety overrated the controls in $-carotene and a-tocopherol. Even more,
all native varieties were superior to the commercial hybrids in antioxidant capacity. In the levels
of gene expression, native varieties such as C-267, M-430 and P-257 showed higher levels of

expression than the checks.

Key words: Yield, postharvest, organoleptic characteristics quality, carotenoids.
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INTRODUCCION GENERAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza de mayor importancia econémica y con
mayor produccion a nivel mundial, con una produccién anual de alrededor de 177.04 millones de
toneladas en 2016 (FAOSTAT, 2018). En México es uno de los principales cultivos de
exportacion. El tomate se origind en la region andina que ahora abarca parte de Chile, Bolivia,
Ecuador, Colombia y Pert. EI momento y lugar de la domesticacién del tomate no se conocen con
certeza (Bai y Lindhout, 2007). En la actualidad se reconoce a México y Pertl como los dos centros
independientes de domesticacion del tomate (Rick y Holle, 1990; Peralta y Spooner, 2007).

El tomate domesticado fue llevado a Europa en el siglo XVI 'y luego se dispersd a muchas areas
del mundo, donde la seleccion de la fruta y su tamafio desempefi6 un papel clave en la
diversificacion morfolégica de esta especie. Durante su evolucion y domesticacion, S.
lycopersicum ha sufrido varios "cuellos de botella” genéticos impuestos por la autopolinizacién,
los efectos fundadores, la seleccion artificial y natural, ademas de la endogamia extrema de
genotipos limitados, particularmente en Europa y América del Norte, como resultado de la
industrializacion de la agricultura y el avance de los programas de fitomejoramiento durante el
siglo XX (Bauchet y Causse, 2012; Cortés-Olmos et al., 2015; Sacco et al., 2015).

A través de la domesticacion, la investigacion y las actividades de reproduccion implementadas
por cientificos y agricultores de todo el mundo, se han desarrollado variedades modernas de tomate
(en su mayoria hibridos) con todas las formas, colores y tamafios de fruto (Bai y Lindhout, 2007).
En México las variedades nativas y silvestres de tomate se distribuyen desde Sinaloa hasta
Chiapas, incluyendo la Peninsula de Yucatdn y se les conoce con diversos nombres como
cuatomate, tomatillo, tinguaraque, chusma, ojo de venado, bule, calabacito, guajito, etc. (Gaspar-

Peralta et al., 2012).



La variabilidad inter- e intra-poblacional de las variedades nativas de tomate ha sido objeto de
estudios en regiones donde todavia se cultivan tales variedades locales, en los que se ha demostrado
claramente la diversidad en caracteres morfolégicos y agronémicos, calidad de la fruta, sélidos
solubles, contenido de micronutrientes y compuestos aromaticos volatiles (Passam et al., 2007).
Si bien las variedades locales de tomate aun se cultivan para uso y consumo local en muchas
regiones del mundo, su distribucion comercial es muy restringida. Entre la riqueza genética de esta
especie se han identificado variedades nativas de tomate mexicanos que poseen caracteristicas
sensoriales superiores a las variedades comerciales que se encuentran en los mercados citadinos
(Méndez et al., 2011; Juarez-Lépez et al., 2009; Vela-Hinojosa et al., 2018; Urrieta-Velazquez et
al., 2012; Maldonado-Peralta et al., 2016).

Actualmente los mercados tienden hacia el consumo de alimentos funcionales que aporten
beneficios a la salud, debido a que los frutos contienen carotenoides como licopeno, -caroteno y
luteina, asi como otros compuestos como tocoferoles, flavonoides, vitamina C, etc. EI consumo
del tomate se ha relacionado con la reduccion del riesgo del desarrollo de algunos tipos de cancer,
con la prevencion del desarrollo de enfermedades cardiovasculares por sus efectos antioxidantes,
ademas de prevenir condiciones como la degeneracién macular relacionada con la edad (Flores et
al., 2017; Enfissi et al., 2017; Liu et al., 2015). Es por estas razones que el conocimiento de los
mecanismos de acumulacion de compuestos nutracéuticos es de interés desde el punto de vista
agronoémico, de ingenieria molecular y bioquimico (Liu et al., 2015).

Ademas, los parientes silvestres del tomate se han utilizado como fuentes de genes para el
mejoramiento de los cultivos, por lo que también son recursos interesantes de variacion genética
para la reproduccion por introgresion, y comprenden fuentes exclusivas de muchos genes de

resistencia a enfermedades o factores ambientales para las variedades de tomates cultivados



(Passam et al., 2007). Sin embargo, aun existe escasa informacion acerca de los parametros de
calidad postcosecha, del potencial de rendimiento, nutricional y de la variacion genética de las
variedades nativas mexicanas.

Dado que el Colegio de Postgraduados posee una coleccion de 600 variedades de tomates
nativos, las cuales se obtuvieron mediante el proyecto “Valoracion Integral de la Diversidad de
Poblaciones Nativas de Jitomate Mexicano (Lycopersicon esculentum M.)” realizado por el Dr.
Porfirio Ramirez Vallejo (QEPD) en el periodo del 2009 al 2013, es necesario caracterizar estos
materiales genéticos con el fin de identificar las variedades con caracteristicas sobresalientes a ser
incorporadas en nuevas variedades comerciales mediante programas formales de mejoramiento
genético.

En este contexto, esta investigacion tuvo por objetivo generar informacion de las caracteristicas
de rendimiento, calidad organoléptica y nutracéutica de una muestra representativa de las
variedades nativas de tomate mexicano. Dicha informacion servir para fomentar la conservacion
de los materiales nativos, asi como su inclusion en programas de mejoramiento para la generacion
de nuevas variedades con mejores caracteristicas de calidad organoléptica y nutracéutica.

Dada la amplia cobertura de esta investigacion, para su operacion se dividio en tres etapas, mismas
que corresponden a los tres capitulos de la presente tesis.

En el Capitulo I se describen las caracteristicas de rendimiento y sus componentes (como nimero
de flores y frutos, peso de racimos, etc.), asi como variables relacionadas con la fisiologia de las
plantas.

En el Capitulo 11 se describen las caracteristicas de calidad organoléptica que se han relacionado
mas con el sabor y la aceptacion de los consumidores del producto en fresco, como el indice de

madurez y contenido de glucosa y fructosa. Tambien se hicieron evaluaciones para describir



aspectos del proceso de maduracién de los frutos como tasa de respiracion, pérdida de peso y
cambios en la coloracion de los frutos; cabe mencionar que aqui se describe una variante
metodoldgica para medir la tasa de respiracion en frutos. Ademas, se evaluaron caracteristicas
relacionadas con la reologia de la pulpa de tomate, que son de relevancia industrial.

La tercera y Ultima etapa experimental que compone al Capitulo Il se llevd a cabo en las
Universidades de Lancaster y de Leeds en el Reino Unido, y consistié en la medicion de
concentraciones de compuestos de importancia nutracéutica en el fruto, como licopeno, B-caroteno
y a-tocoferol, asi como de los niveles de expresion de genes involucrados en biosintesis de

carotenoides (PDS; e-LYC, -LYC y p-CYC).

OBJETIVOS
o Comparar siete tomates nativos y un hibrido experimental (formado a partir de variedades
nativas) en contraste con dos hibridos comerciales, en cuanto a su desempefio en variables
agronémicas como el rendimiento de fruto y sus componentes, asi como en caracteristicas
fisioldgicas de planta que podrian explicar diferencias en crecimiento y rendimiento.
o Cuantificar las diferencias entre variedades nativas de tomate mexicano vs. hibridos
comerciales, en cuanto a compuestos implicados en la palatabilidad de los frutos.
o Cuantificar los contenidos de licopeno, B-caroteno y a-tocoferol, y la actividad
antioxidante, como caracteristicas que permiten determinar el potencial nutracéutico de las
variedades nativas y comerciales.
o Medir los niveles de expresion de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides, en

variedades nativas de tomate mexicano en contraste con dos hibridos comerciales.



HIPOTESIS
o Hay variedades nativas de tomate mexicano que, al ser crecidas bajo un sistema
hidroponico de produccion tecnificada, pueden tener rendimientos de frutos similares a las
variedades comerciales.
o Los frutos de algunos tomates nativos mexicanos presentan mejores caracteristicas
sensoriales y nutraceuticas, en comparacion de los hibridos comerciales.
o Algunas variedades nativas presentan mayores niveles de expresion de genes involucrados

en la ruta de biosintesis de carotenoides.
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Capitulo 1. Caracteristicas fisiol6gicas y agrondémicas de variedades nativas de tomate
mexicano

1.1 RESUMEN

En México, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor produccion
y exportacion, de la que se siembran 51,861 ha con semillas hibridas. Los altos rendimientos de
las variedades hibridas han relegado el uso de las variedades nativas de tomate mexicano, aunque
éstas tienen potencial para ser utilizadas exitosamente en sistemas intensivos de produccion. El
objetivo de este trabajo fue comparar siete variedades nativas y un hibrido experimental entre dos
poblaciones nativas, en contraste con dos hibridos comerciales, en cuanto al rendimiento de frutos
y sus componentes, asi como en los procesos fisioldgicos relacionados con el crecimiento y
produccion de la planta, tales como la tasa de fotosintesis neta y el contenido de clorofila. Las
plantas fueron crecidas durante el ciclo otofio-invierno del 2017 en condiciones de invernadero e
hidroponia con solucion nutritiva Steiner, y trasplantadas en bolsas de 10 L rellenadas con tezontle
de grano fino como sustrato. En tasa de fotosintesis neta no se detectaron diferencias significativas
(P < 0.05) entre las variedades estudiadas. En cambio, en el contenido de clorofila medido en
unidades Spad si las hubo, ya que el hibrido experimental O-424xP-445 igual6 al hibrido El Cid,
y ambos superaron a las demas variedades evaluadas. En rendimiento destacé la variedad nativa
P-256 porque superd a los hibridos comerciales con un promedio de 4.59 kg/planta, y también
sobresalieron las variedades P-445 y P-257 porque igualaron a los hibridos con rendimientos de
3.93 y 3.95 kg/planta, respectivamente. En este estudio las variedades de mayor rendimiento de
fruto lo debieron a que combinaron un alto peso de racimo (PR) con altos valores de peso
individual del fruto (PIF).

Palabras clave: Rendimiento, componentes del rendimiento, tomate nativo, fotosintesis, clorofila.

1.2 ABSTRACT
In Mexico, tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most produced and exported

vegetables where around 51,861.1 ha of hybrid tomatoes are planted. The high yielding hybrids



have relegated the use of native Mexican tomato varieties, but these native varieties have the
potential to be used in intensive production systems. The objective of this work was to compare
seven native varieties and one experimental hybrid in contrast to two commercial hybrids, in terms
of fruit yield and their components, and in traits involved in physiological processes such as the
net photosynthesis rate and the content of chlorophyll in Spad units. Plants were grown during the
Autumn - Winter season in a plastic greenhouse and watered and fed by means of a hydroponic
irrigation system that provided the Steiner nutrient solution. Each plant was transplanted in 10 L
bags filled with red porous volcano gravel as substrate. Regarding the rate of net photosynthesis,
no differences were found among the varieties studied, whereas in the content of chlorophyll the
experimental hybrid O-424xP-445 equaled the El Cid hybrid. In fruit yield, the P-256 native
variety produced 4.59 kg/plant which was higher than yields of the commercial hybrids, and the
native varieties P-445 and P-257 were equal to the hybrids with yields of 3.93 and 3.95 kg/plant,
respectively. In this study the higher yielding varieties could be explained by a high raceme weight
(RW) combined with a high individual fruit weight (IFW).

Key words: Yield, yield components, native tomato, photosynthesis, chlorophyll.

1.3 INTRODUCCION

En México, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor produccién
y exportacion, se siembran 93, 376 ha de tomates hibridos, con rendimiento promedio de 43.3 t ha’
1y una produccion anual de 4°047,171 t que, se concentran principalmente en los estados el
noroeste del pais, sobre todo en Sinaloa con una superficie sembrada de 14,220 ha (FAOSTAT,
2018).

México es uno de los centros de origen y diversidad de esta especie vegetal, cuya mayor
diversidad se encuentra principalmente en las zonas del centro y sureste del pais, donde se ha

mantenido gracias a que los productores regionales los siembran en pequefias extensiones de tierras



(parcelas de 1,000 m?) o en sistemas tradicionales de traspatio, generalmente para autoconsumo o
venta en mercados locales (Maldonado et al., 2016).

En comparacion con el rico reservorio genético que existe en las especies silvestres de tomate,
el cultivado es genéticamente pobre. Se estima que los genomas de los cultivares comerciales de
tomate contienen menos de 5 % de la variacion genética de sus parientes silvestres (Bai y Lindhout,
2007).

Debido a la importancia de caracterizar los genotipos nativos de tomate, el propésito de este
trabajo de investigacion fue comparar siete tomates nativos, un hibrido experimental entre
variedades nativas y dos hibridos comerciales, en cuanto a su desempefio en variables agronémicas
como el rendimiento de fruto y sus componentes, asi como en caracteristicas fisioldgicas que
puedan explicar diferencias en crecimiento y rendimiento, tales como la tasa de fotosintesis neta y

el contenido estimado de clorofila.

1.4 HIPOTESIS

o Hay variedades nativas de tomate que poseen caracteristicas agrondmicas Y fisiologicas
iguales o superiores a las de variedades hibridas de tomate comercial.

o Se pueden encontrar variedades nativas de tomate que superen o al menos igualen a los
hibridos comerciales, en cuanto al rendimiento de fruto y sus componentes, asi como en eficiencia
fisiolégica medida como tasa instantanea de fotosintesis y contenido de clorofila en hojas.

o Las variedades nativas de tomate mexicano son capaces de obtener rendimientos de frutos
similares al de las variedades hibridas comerciales cuando son crecidas bajo un sistema

hidroponico de produccion intensiva de invernadero con fertirrigacion.
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1.5 MATERIALES Y METODOS

Material experimental
Se compararon siete variedades de tomates nativos mexicanos, un hibrido experimental formado
con la cruza entre dos variedades nativas, y dos hibridos comerciales usados como testigos. Las
caracteristicas y detalles del origen de las variedades mexicanas nativas evaluadas en el presente

trabajo, y de las variedades comerciales que sirvieron como testigos se detallan en el Cuadro 1.1.

Localizacion del experimento
El experimento se llevo a cabo en un invernadero de plastico del area de Fisiologia Vegetal del
Colegio de Postgraduados, ubicado en el km 36.5 de la carretera México- Texcoco, Montecillo,
Texcoco, Edo. de México. Las coordenadas del lugar son 19°28'05" LN y 98°54'09" LW, a una
altitud de 2,243 m. El estudio consistié en la comparacién agronémica Yy fisioldgica de siete
variedades de tomates nativos mexicanos, un hibrido experimental proveniente de dos variedades

nativas, y dos hibridos comerciales como testigos (Cuadro 1.1).

Disefio experimental
Para la evaluacion de las variedades de tomate aqui estudiadas se empled un disefio experimental
completamente al azar con diez tratamientos. La unidad experimental consistié de una planta
individual colocada en una maceta. Se establecieron 15 plantas de cada variedad, aunque el nimero
de plantas empleado para las mediciones fue diferente entre las variables medidas, como se indica

en cada seccion correspondiente.

Manejo agronémico
Preparacion de sustrato y contenedores. Las plantas se crecieron en contenedores rellenados

con tezontle (roca volcanica) de grano fino. Los contenedores fueron bolsas de polietileno negro
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de 30 x 40 cm las cuales se llenaron hasta su maxima capacidad, y una vez llenadas se desinfectd
el sustrato mediante la aplicacion de un riego pesado con una solucion de agua con sales
cuaternarias de amonio y dos enjuagues con agua. Posteriormente, las bolsas se colocaron
alineadas en hileras a una distancia de 20 cm entre bolsas a lo largo de la hilera, y 50 cm entre

hileras.
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Cuadro 1.1. Descripcion de las variedades de tomates mexicanos nativos estudiadas y de los
tomates hibridos comerciales utilizados como testigos.

Variedad Origen Estadosde Forma Aspecto
procedencia del fruto

DRD 8551-Seminis  Hibrido comercial Bola O
El Cid- Harris Moran  Hibrido comercial Saladette o
C-267 Campeche Campeche Bola plana e
0-427 Santa Cruz Xitla Oaxaca Arrifionado @
P-445 Altepeji Ajalpan Puebla Pimiento o
M-430 San Martin Malinalco  Edo. México  Pera o
M-12 Montecillos Edo. México  Cherry 0
P-256 Altepeji Ajalpan Puebla Bola 0
P-257 Altepeji Ajalpan Puebla Acostillado m
0-427xP-445 Hibrido experimental Pimiento

entre tomates nativos @

Fertirriego. Para simultdneamente regar y fertilizar las plantas se utilizo la solucion nutritiva
de Steiner (1984) que se aplico mediante riego por goteo a partir del trasplante. Se aplicaron nueve
riegos al dia a intervalos de una hora, a una dosis inicial de 0.250 L por planta hasta que éstas
alcanzaron 30 cm; luego la dosis se incrementd hasta 1.2 L por planta. EI pH de la solucién se

mantuvo en el rango de 5.5-6.0.
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Produccion de plantula. Las plantulas se produjeron en almacigo con charolas de poliestireno
de 200 cavidades previamente llenadas con turba y humedecida con agua. Se sembré una semilla
por cavidad. En esta etapa el riego se hizo con agua simple, y a partir de los 15 d después de la
emergencia y hasta el momento del trasplante las plantulas se regaron con solucion nutritiva
Steiner diluida a 25 %.

Trasplante. El trasplante se hizo a los 40 d después de la siembra, en bolsas llenas de tezontle
donde se coloc6 una plantula por contenedor.

Tutorado. Por ser de habito indeterminado, las plantas requirieron de un soporte mecanico
(tutor), el cual se colocé cuando la planta alcanzé aproximadamente los 30 cm de altura, para lo
cual se utilizo rafia tratada contra la radiacion ultravioleta.

Polinizacion. Se hizo polinizacion manual durante toda la etapa de floracion.

Poda. Periddicamente, a las plantas de tomate se les eliminaron las yemas axilares con la
finalidad de conducirlas con un solo tallo principal para produccion de los racimos de flores y

frutos, y asi direccionar los fotoasimilados producidos por las hojas hacia dichos racimos.

Variables medidas

Altura de planta (cm). La altura de planta se midié en cuatro plantas por variedad, desde la
base del tallo hasta la hoja del séptimo racimo. Para estas mediciones sélo se utiliz6 como testigo
al hibrido comercial El Cid.

Tasa instantanea de fotosintesis neta (umol de CO2 m s1). En todas las plantas medidas esta
tasa se registro en el foliolo apical de la hoja madura del cuarto racimo floral formado (a los 103
d después del trasplante, aprox.), en tres plantas por variedad, mediante un analizador portatil de
asimilacion de CO- provisto con sensor de gases al infrarrojo (LI1-6400, LI-COR, USA). La toma

de datos se hizo a partir de las 12 pm del dia hasta las 2 pm, cuando la tasa de fotosintesis alcanza
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los maximos valores del dia, a temperatura promedio de 31 °C. Para esta variable sélo se utilizé
como testigo al hibrido comercial El Cid.

Contenido de clorofila (Unidades Spad). El contenido de clorofila se midié en la misma hoja
madura en la que se determind fotosintesis, en seis plantas por variedad, con un aparato portatil
Minolta SPAD® 502 (Soil Plant Analysis Development, Japan). En cada hoja medida se tomaron
mediciones en cinco partes, a los 103 d después del trasplante. Para estas mediciones se utilizo
como testigo solamente al hibrido comercial EI Cid.

NUmero de flores y frutos. EI nimero de flores y frutos formados por racimo se registro en
cuatro plantas por variedad hasta el séptimo racimo. EI nimero de frutos por racimo fue registrado
después del cuajado de fruto y posteriormente se hizo aclareo de frutos, dejando 6 o 7 frutos por
racimo, con el fin de obtener frutos de mayor tamafio.

Peso de fruto individual (g). Se pesaron cuatro frutos en estado rojo maduro por racimo, hasta
el cuarto racimo, en cuatro plantas por variedad. Para esta medicién se utilizé una balanza digital
(Noval, TH-1-EK. China).

Peso de racimos (g). Se registro el peso de cuatro racimos de frutos maduros en cuatro plantas

por cada variedad; estas mediciones se hicieron periédicamente hasta el cuarto racimo con una
balanza digital (Noval, TH-I-EK, China).
Rendimiento. El rendimiento de fruto por planta (RP), se calculé6 mediante la suma del peso de
los primeros cuatro racimos de frutos en la etapa de madurez de consumo (Ecuacion 1.1; no se
midié hasta el séptimo racimo como se habia planificado, debido a que ocurrié una helada que
detuvo el desarrollo).

RP = X!, Peso de racimo (Ec. 1.1)

15



1.6 RESULTADOS Y DISCUSION

Entre las 10 variedades aqui estudiadas se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) para
todas las variables medidas (Cuadro 1.2), lo que demuestrd que existe una alta variabilidad de
caracteristicas y la correspondiente diversidad genética entre dichas variedades. Un aspecto
relevante es que se identificaron variedades nativas de tomate que crecidas en condiciones de
invernadero y ferti-irrigadas, presentaron un comportamiento agrondmico similar al de las
variedades mejoradas. También se observé que, en los componentes del rendimiento como nimero
de flores y frutos, peso individual de frutos, etc., algunas variedades nativas obtuvieron promedios

iguales e incluso mayores que los hibridos comerciales.

Variables fisiologicas
Contenido de clorofila (CC). En contenido de clorofila se encontré que el hibrido experimental
(0-427xP-445) igual6 al hibrido comercial El Cid (66.1 y 60.2 unidades Spad, respectivamente)
(Cuadro 1.3) y ambos hibridos superaron al resto de las variedades evaluadas. Ademas, todas las
variedades nativas también fueron estadisticamente iguales al hibrido EI Cid, con excepcion de las
variedades C-267, M-12 y P-256. El rango de CC para las variedades nativas fue de 42.4a 66.1

unidades.
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Cuadro 1.2. Descriptores estadisticos para las variables evaluadas en planta y fruto en promedio de siete variedades de tomates

nativos, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales.

Variable Media general DE GL n R? Valor-p.  Min  Max
Contenido de clorofila (unidades Spad) 55.7 7.61 8 54 0.85 <0.0001 38.8 69
Tasa de fotosintesis neta (umol CO, m? s™) 16.3 1.94 8 27 059  0.018 128 19.9
Altura de planta al séptimo racimo (cm) 201.1 14.4 8 36 0.83 <0.0001 178 234
Ndmero de flores por planta al séptimo racimo 97.4 38.8 9 40 098 <0.0001 45 169
Numero de frutos por planta al septimo racimo 75.3 26.1 9 40 098 <0.0001 31 131
Peso individual de fruto (g) 124.9 55.9 9 160 0.93 <0.0001 27 290
Peso de frutos por racimo (g) 837.8 267.3 9 160 0.91 <0.0001 269 1310
Rendimiento por planta (kg) al cuarto racimo 3.3 1.04 9 40 099 <0.0001 116 4.7

DE: desviacion estandar. GL: grados de libertad del modelo. n: nimero de observaciones. R?: coeficiente de determinacion. Min: valor
minimo. Max: valor maximo. Para las variables de contenido de clorofila, tasa de fotosintesis neta y altura de planta, solo se utilizé

como testigo la variedad El Cid. (Tukey, 0.05).
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Cuadro 1.3. Comparacion de medias por variedad para las variables de tasa de fotosintesis
neta, unidades de Spad y altura de planta de siete variedades de tomates nativos, un hibrido
experimental y un hibrido comercial.

Variedad CC TFN Altura de planta (cm)
(Unidades Spad) (umol CO2 m?s?)
El Cid 60.22ab+ 1.5 15.38 ab + 0.19 22950 4a+ 3.87
C-267 42.43d+3.4 14.20 b + 0.80 191.50 cd + 12.66
0-427 58.70 bc £ 2.0 15.34 ab + 0.52 194.75 bed + 5.19
P-445 57.87 bc +£ 3.8 18.15ab +1.24 198.25 bc + 5.74
M-430 58.73bc £ 4.9 17.39 ab + 1.58 179.75d + 2.06
M-12 53.30cx4.9 16.10 ab + 2.22 209.75b + 7.08
P-256 46.37d+1.8 14.98 ab + 2.01 197.75 bc + 8.18
P-257 59.28 bc £ 1.6 17.26 ab + 2.34 206.00 bc +5.77
0-427xP-445 66.10a+2.5 18.73a+0.82 203.00 bc + 4.24
DSH (0.05) 6.08 4.27 16.22

El Cid: hibrido comercial usado como testigo. TFN: tasa instantanea de fotosintesis neta. CC:
contenido de clorofila en unidades Spad. DSH: diferencia significativa honesta. Medias con la
misma letra no tienen diferencias significativas entre variedades (Tukey, 0.05). Mediciones
tomadas cuando la planta tenia el cuarto racimo floral formado.

Los valores aqui encontrados en clorofila coinciden en gran medida con las reportadas por
Rezende-Fontes y De Araujo (2006), quienes reportaron un rango de 50.7 a 57.8 unidades Spad
en el hibrido Carmen a los 98 d después del trasplante. En cinco variedades hibridas de tomate
(Max, Trust, Match, Caruso y Jumbo), Sandoval-Villa et al. (2002) reportaron lecturas Spad de 46
a 57, y detectaron que la principal fuente de variacion fue la variedad, lo que coincide con el
presente estudio, posiblemente porque todas las variedades fueron crecidas en las mismas
condiciones de invernadero con fertirriego. En los resultados aqui obtenidos se puede destacar que
el CC del hibrido experimental O-427xP-445 fue mas alto que en las variedades hibridas evaluadas
en los reportes mencionados y que la mayoria de las variedades nativas se encuentran dentro de
los rangos reportados en tales estudios.

Tasa instantanea de fotosintesis neta. Para los valores de tasa neta de fotosintesis, la Unica

diferencia estadistica que se presenté fue entre el hibrido experimental O-427xP-445y la variedad
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nativa C-267, que obtuvieron el valor mas alto y el mas bajo en CC. En las demas variedades,
incluyendo los hibridos comerciales, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
(Cuadro 1.3).

Segln Song et al. (2016), ademas del contenido de clorofila, en el proceso de fotosintesis
influyen otros factores como condiciones de luz, regulacion de estomas, estado de salud de las
plantas, etc. Por su parte, Torres et al. (2005) afirmaron que la velocidad de la fotosintesis, un
proceso metabolico fundamental en las plantas, estd directamente relacionada con la abundancia
de clorofila en las hojas, porque este pigmento es esencial en la absorcion de la energia radiante y
su conversion a energia quimica para impulsar las reacciones bioquimicas de fijacion del carbono;
por tanto, el verdor de la hoja puede estar estrechamente relacionado con el rendimiento
fotosintético.

Altura de planta. En esta medida del tamafio de planta, el testigo hibrido El Cid alcanzé una
altura promedio de 229 cm, con lo que superd (P < 0.05) a todas las variedades nativas. En las

variedades nativas la altura de planta fluctud entre 179.7 y 209.7 cm (Cuadro 1.3).

Rendimiento de fruto y sus componentes
Para poder analizar el rendimiento de una planta es necesario el estudio de los componentes del
rendimiento, dentro de los cuales se encuentran, numero de flores y nimero de frutos por planta,
peso individual de frutos, etc., porque permiten explicar las diferencias en el rendimiento de fruto
por planta.
Numero de flores. Las variedades nativas producen una gran cantidad de flores debido a que
sus inflorescencias son del tipo racimo, estructura reproductiva de crecimiento indeterminado

(Urrieta-Velazquez et al., 2012). Vasquez-Ortiz et al. (2010) ya han reconocido el potencial
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productivo de las variedades nativas de tomate, pues consideran que, las formas silvestres forman
un mayor numero de flores y poseen un alto porcentaje de cuajado de fruto.

En general, las variedades comerciales desarrollan de siete a nueve flores por racimo,
caracteristica que es estable en estas poblaciones. En las variedades nativas aqui evaluadas algunas
de ellas formaron hasta 20 o 24 flores por racimo, como las variedades C-267 y M-430 que
produjeron 160 y 154 flores por planta (en promedio hasta el séptimo racimo) respectivamente, a
diferencia de los hibridos comerciales DRD-8551 y El Cid, los cuales formaron un promedio de
85y 77 flores por planta hasta el séptimo racimo, respectivamente (Cuadro 1.4). En cuanto a las
demas variedades nativas, cuatro de ellas igualaron a los hibridos comerciales (0-427, P-445, M-
12 y P-256), y solamente dos variedades nativas quedaron por debajo del rango de las variedades
hibridas (P-257 y O-427xP-445).

Un aspecto a destacar de esta evaluacion, es que el hibrido experimental generado a partir de dos
variedades nativas (O-427xP-445), presentd un promedio mucho menor de flores que las
variedades nativas de las que se derivd, con un promedio de 49 flores por planta que equivale a
siete flores por racimo. Esta disminucion en el namero de flores se atribuye al cambio en el tipo
de ramificacion del racimo, el cual fue con un raquis principal sin bifurcaciones, parecido al tipo
de ramificacion de los racimos de los materiales comerciales.

Carrillo-Rodriguez et al. (2013) evaluaron 29 variedades nativas de tomate, 27 de ellas
provenientes del estado de Oaxaca y dos de Guanajuato, y encontraron que el nimero de flores
por racimo de estas variedades fluctuo en el rango de 5 a 13 flores. De igual manera, en el estudio
de Gaspar-Peralta et al. (2012), en el que evaluaron ocho lineas avanzadas de tomate, el rango se
mantuvo de 5 a 13 flores por racimo. En contraste, en este experimento el rango para esta variable

fue de 7 a 22 flores por racimos, mas amplio que el encontrado en los estudios arriba mencionados.
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Numero de frutos. La relacién entre nimero de flores por racimo y nimero de frutos determina
el porcentaje del cuajado de frutos (Carrillo-Rodriguez et al., 2013). Las variedades aqui
estudiadas presentaron diferencias significativas para el nimero de frutos (P < 0.05). Las
variedades que produjeron mayor numero de frutos fueron M-430 y O-427, con 119.0 y 110.5
frutos por planta respectivamente (Cuadro 1.4). En cambio, la variedad C-267 que presento el
mayor numero de flores, debido al bajo porcentaje de cuajado (60 %), no fue la que formdé el mayor
namero de frutos; aun asi, superé a los hibridos comerciales DRD-8551 y El Cid que tuvieron un

promedio de 72.5 y 68.5 frutos, respectivamente.

21



Cuadro 1.4. Comparacion de medias para las variables de nimero de flores y frutos, peso de fruto y racimos en plantas de siete
variedades de tomates nativos, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales.

Variedades Rendimiento por NFP NFRP PIF (g) PR ()

planta (kg/ planta)

al cuarto racimo
DRD 8551 4.18b +0.14 85.5¢c+7.51 725c+4.51 157.0b £ 16.15 1044.8 b +69.1
CID 4.15b +0.21 77.2cd+1.71 68.5c +4.36 116.4 cde + 6.96 1038.6 b + 99.96
C-267 1.97 e +0.06 160.0a+£6.38 97.0b +2.45 79.3f+7.31 491.8e+41.87
0-427 3.07d + 0.09 142.0b £ 6.93 110.5a+3.70 113.3de +£19.01 767.5d £+ 65.95
P-445 3.93b+0.07 70.5 de £ 5.45 57.50d +2.52 133.0 c £ 22.77 983.5b + 85.37
M-430 3.49¢c+0.12 154.2ab +7.41 119.0 a + 8.49 105.4 e + 13.27 872.1c+£58.7
M-12 1.19f+ 0.02 88.5c+4.04 69.2c+£3.77 32.6g+3.84 296.6 f +17.98
P-256 459a+0.13 89.2c+8.18 785c+3.42 131.8¢c+13.6 1147.5a+ 95.79
P-257 3.95b + 0.22 57.5ef +5.32 37.0e+4.32 253.2a+24.49 988.6 b + 134.36
0-427%xP-445 299d+0.17 49.2f+4.92 440e+5.10 126.8 cd + 747.4d £ 73.96
DSH (0.05) 0.33 14.63 10.99 17.51 90.12

NFP: numero de flores por planta al séptimo racimo. NFRP: nimero de frutos por planta al séptimo racimo. PIF: peso individual de
frutos. PR: peso de racimo hasta el cuarto racimo. DSH: diferencia significativa honesta Medias con la misma letra en las columnas no
tienen diferencias significativas entre variedades (Tukey, 0.05).
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En su estudio de tres variedades avanzadas de tomate procedente de variedades nativas tipo
costilla, Urrieta-Velazquez et al. (2012) reportaron promedios de 47.2 a 64.7 frutos por planta
(contados hasta el quinto racimo). La mayoria de las variedades aqui evaluadas se encuentran en
el rango reportado por estos autores, y algunas variedades nativas produjeron hasta 119 frutos por
planta, contados hasta el séptimo racimo lo que equivale a unos 85 frutos por planta al quinto
racimo.

Peso individual de frutos y de racimo. El peso individual de frutos fluctu6 ampliamente, de
32.6 a 253.2 g, donde la variedad M-12 del tipo “Cherry” presentd el peso mas bajo en
comparacion con todas las demas variedades, en contraste con los frutos de la variedad P-257 que
presentaron el peso mas alto (Cuadro 1.4). Los frutos de las variedades nativas O-427, P-445, M-
430 y P-256, y del hibrido experimental O-427xP-445, resultaron estadisticamente iguales a los
del hibrido comercial El Cid, pero inferiores al del hibrido DRD-8551. Los pesos de fruto
reportados por Urrieta-Velazquez et al. (2012) en variedades del tipo costilla son inferiores al de
los frutos de las variedades nativas aqui evaluadas. A este respecto, Meitei et al. (2014) consideran
que el peso y diametro de fruto son dos de los principales criterios de seleccion para mejorar el
rendimiento en los cultivos.

El peso del racimo depende de dos componentes importantes: peso individual del fruto y nimero
de frutos por racimo. Para el peso de racimo se encontraron diferencias significativas (P < 0.05)
entre las variedades. La variedad nativa P-256 present6 el mayor peso de racimo (1147.5 g) en
comparacion con las demas variedades, incluidos los hibridos comerciales (DRD 8551 = 1044.8
g, y El Cid = 1038.6 g). Por su parte, las variedades nativas P-445 y P-257 obtuvieron valores
estadisticamente iguales a los hibridos comerciales (983.5 g y 988.6 g, respectivamente). Urrieta-

Velazquez et al. (2012) reportaron que los pesos de racimo en selecciones nativas del tipo costilla
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oscilaron entre 410 y 690 g, mientras que en este estudio el rango alcanzé un limite mas alto al
fluctuar de 491.8 a 1147.5 g.

Rendimiento. Al considerar que tanto el numero de frutos como el peso de frutos son los
componentes que intervienen directamente en el rendimiento, se puede explicar que a pesar de que
la variedad nativa P-257 produjo los frutos de mayor peso (253.2 g), también fue la variedad que
formd el menor nimero de frutos por planta, por lo cual su rendimiento fue bajo (Cuadro 1.4). En
cambio, la variedad nativa P-256 que obtuvo el rendimiento més alto con 4.5 kg por planta, valor
que super6 (P < 0.05) al de los hibridos comerciales, cuyos rendimientos fueron de 4.1 kg/planta
para DRD-8551 y de 4.1 kg/planta para El Cid. Las variedades nativas P-445 y P-257 igualaron
estadisticamente (P < 0.05) en rendimiento a los hibridos comerciales con promedios de 3.9y 3.9
kg/planta respectivamente.

El rendimiento aqui registrado en todas las variedades nativas evaluadas (excepto la variedad M-
12), fue mayor que el de las tres variedades nativas de tipo costilla evaluadas por Urrieta-
Velazquez et al. (2012), cuyos rendimientos por planta oscilaron entre 2.08 y 3.49 kg al quinto
racimo. En variedades nativas de tomate, VVasquez-Ortiz et al. (2010) reportaron rendimientos de

fruto de 0.782 a 2.07 kg/planta, menores a los encontrados en este experimento.

1.7 CONCLUSIONES
Aunque en el presente estudio solamente se compararon siete variedades nativas mexicanas,
varias de ellas mostraron potencial para ser utilizadas directamente en sistemas intensivos de
produccién mediante el manejo en un sistema hidropdnico, ya que presentaron valores similares a
los de hibridos comerciales en cuanto al rendimiento de fruto, que es un factor importante que los
productores consideran al momento de establecer un cultivo. En adicién, todas las variedades

nativas aqui evaluadas igualaron al hibrido comercial usado como testigo en desempefio
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fisiologico medido en tasa instantanea de fotosintesis neta y contenido de clorofila foliar. También
es de destacar que algunas variedades nativas superaron a los hibridos comerciales en nimero de
flores y frutos, lo que resalta su potencial para obtener altos rendimientos y como candidatas a ser

utilizadas como progenitoras en programas de mejoramiento genético de tomate.
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Capitulo I1. Calidad postcosecha de frutos de tomate nativo mexicano

2.1 RESUMEN

Debido a la aparente variabilidad disponible en los tomates nativos de México (Solanum
lycopersicum L.) en cuanto a los compuestos involucrados en la palatabilidad de los frutos y en
los procesos fisioldgicos durante la maduracion de los frutos, el objetivo de este experimento fue
cuantificar las diferencias entre los compuestos primaros que determinan el sabor en los frutos de
tomate, y en los procesos relacionados con el comportamiento del fruto durante la maduracion,
como las tasas de respiracion y de pérdida de peso, entre variedades nativas de tomate mexicano.
En cuatro frutos en estado rojo maduro de cada material genético se midio la firmeza, el tamafio
de fruto, el contenido de solidos solubles, la acidez titulable y la actividad antioxidante, en tanto
que la pérdida de peso y la tasa de respiracion se midieron en cuatro frutos cosechados desde el
estado verde maduro (“breaker”) hasta el estado rojo maduro. Se encontraron diferencias
significativas (P < 0.05) entre variedades para todas las variables evaluadas calidad postcosecha,
lo que muestra la diversidad genética de las variedades estudiadas. En contenido de solidos
solubles totales (SST), el hibrido experimental O427xP445 fue mayor que todas las variedades y
que los testigos. Cinco variedades nativas también superaron a los hibridos comerciales en SST,
mientras que en acidez sélo la variedad local P-256 fue significativamente mayor al resto. Los
frutos de las variedades nativas presentaron alta tasa de respiracion en el dia cero (en etapa
“breaker”), para luego ir disminuyendo durante la maduracion del fruto; los hibridos comerciales
mostraron una baja intensidad respiratoria en el dia cero, que luego también disminuyd
progresivamente durante la maduracion del fruto. Siete variedades nativas igualaron al hibrido
comercial El Cid en pérdida de peso durante la maduracién del fruto; aunque todas las variedades
nativas tuvieron mayores pérdidas que las del hibrido comercial DRD 8551. En firmeza, las
variedades nativas presentaron valores menores que los hibridos comerciales, con excepcion de
P257 y del hibrido experimental 0427xP445.

Palabras clave: Tomates nativos, calidad, caracteristicas organolépticas, respiracion, azucares.
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2.2 ABSTRACT

Considering the apparent variability among native tomato varieties (Solanum lycopersicum L.)
regarding the compounds involved in the fruit palatability, and on the physiological processes
during their ripening process, this study was done in order to quantify the primary compounds that
determine the tomato fruits flavor and their ripening physiological behavior such as the rates of
respiration and weight loss, in native varieties of Mexican tomatoes. The traits measured were
firmness, fruit size, soluble solids content, titratable acidity, and antioxidant activity, that were
recorded in four ripe, red fruits in each genetic material. Weight loss and respiration rate were
monitored in four fruits from the breaker state until they turned red. Significant differences were
found (P < 0.05) for all evaluated postharvest quality and yield variables, thus showing the genetic
diversity on these traits among the studied tomato varieties. In yield, the local variety P-256
overrated all other varieties, including the controls, and the native cultivars P-445 and P-257 were
statistically higher than the commercial hybrids used as controls. In total soluble solids content
(TSS), the experimental hybrid O-427xP-445 was higher than all varieties, and five native varieties
were also higher than the controls. For acidity only, the local variety P-256 was significantly higher
than the rest. In fruit respiration the native varieties showed higher rates than the controls on day
zero (breaker stage), and thereafter decreased as fruit were ripening. Commercial hybrids showed
low respiration rates on day zero and then decreased progressively during the ripening of the fruit.
Regarding the fruit weight loss during ripening, seven native varieties had the same losses as the
El Cid commercial hybrid, but the DRD hybrid had lesser losses than the other genotypes. In
firmness, most of the native varieties had lower values than controls, with the exception of local
landrace P-257 and the experimental hybrid O-427xP-445.

Key words: Native tomatoes, quality, organoleptic traits, respiration, sugars.

2.3 INTRODUCCION
El fruto de tomate (Solanum lycopersicum L.) es ampliamente cultivado y consumido en todo el
mundo como un producto fresco o procesado. La calidad del fruto es una combinacion de atractivos
visuales como tamafio, forma y color, y de estimulos sensoriales como dulzor, acidez y textura.

Usualmente el tomate se consume en su maxima calidad organoléptica que se presenta cuando el
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fruto ha adquirido por completo el color rojo, pero antes de tener un ablandamiento excesivo
(Casierra-Posada y Aguilar-Avendafio, 2008). EI tomate se considera un fruto climatérico, en el
que la maduracion se acomparfia de un aumento de la respiracion y de la produccion de etileno, lo
que implica una serie de cambios fisicoquimicos como el ablandamiento y la evolucion del color
(Dominguez et al., 2016).

El sabor del tomate esta determinado en gran medida por el balance entre el contenido de so6lidos
solubles totales (que es una medida indirecta del contenido de azlcares) y la composicion &cida
del fruto (Znidargi¢ y Pozrl, 2006). El contenido de solidos solubles totales (SST) es un indice
refractométrico que indica la proporcion (%) de sélidos disueltos en una solucion. Es la suma de
azUcares (sacarosa y hexosas, 65%), acidos (citrato y malato, 13%) y otros componentes menores
(fenoles, aminoédcidos, pectinas solubles, acido ascorbico y minerales) en la pulpa de tomate
(Beckles, 2012).

La fructosa y la glucosa son las principales formas de azlcar y el &cido citrico es el acido
dominante en el fruto maduro, aunque el acido malico también esta disponible en cierta medida
(Panthee et al., 2013). El color rojo es el resultado de la degradacion de la clorofila, asi como de
la sintesis de licopeno (Fraser et al., 1994). El amplio uso de la pasta de tomate como colorante
hace que el licopeno sea un pigmento natural comercialmente importante (Shi et al., 2000).

Hasta hace poco, la calidad organoléptica no era el objetivo principal de los mejoradores de
tomate, ya que primero mejoraron el rendimiento, la adaptacion a condiciones de crecimiento
especificas, las resistencias a enfermedades y la vida util del fruto (Causse et al., 2010). Se ha
seflalado que caracteristicas de calidad como sabor, firmeza y vida de anaquel, en frutos de
variedades hibridas que actualmente se encuentran en el mercado, no satisfacen a los

consumidores, porque estos frutos tienen excesiva firmeza y son pobres en sabor, aunque tienen
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larga vida de anaquel (Causse et al., 2010). La firmeza del fruto de tomate es crucial para la
aceptacion del consumidor, la vida util y la transportabilidad; esta caracteristica depende de varios
factores, como el genotipo, las condiciones de crecimiento, las condiciones de cosecha y
postcosecha (Aurand et al., 2012).

Con el fin de combinar el sabor con otros rasgos deseables de calidad de fruto en cultivares
mejorados, es importante determinar la variabilidad que existe en los compuestos cruciales que
maés contribuyen al sabor. Por ello el objetivo de esta investigacion fue cuantificar las diferencias
entre los compuestos primarios que determinan la palatabilidad en los frutos de tomates nativos

mexicanos, en comparacion con frutos de hibridos comerciales.

2.4 HIPOTESIS
o Existen variedades nativas de tomate mexicano que poseen mejores caracteristicas de
calidad organoléptica que las variedades hibridas comerciales.
o Hay variedades nativas que tienen igual o menor actividad metabdlica durante la
maduracion del fruto porque tienen iguales 0 menores tasas de respiracion y de pérdida de peso
durante la maduracion del fruto, por lo que los primeros podrian tener igual o mayor vida de

anaquel que los hibridos comerciales.

2.5 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
Se evaluaron siete variedades nativas de tomate mexicano procedentes de cuatro estados: Puebla

(P-445, P-256 y P-257), Campeche (C-267), Oaxaca (0-427) y Estado de México (M-430 y M-
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12), mas un hibrido experimental O-427xP-445 formado a partir de dos variedades nativas, y dos

hibridos comerciales (DRD-8551 y EI Cid) como testigos de referencia.

Disefio experimental
Para la evaluacion estadistica de las variedades de tomate aqui estudiadas, se empled un disefio
experimental completamente al azar con 10 tratamientos (variedades de tomate). Para las variables
de calidad en frutos la unidad experimental consistié en un (1) fruto (una repeticién). Para las
variables medidas en pasta, la unidad experimental consistié en 100 mL (una repeticion) extraida

de cuatro frutos en estado maduro.

Variables
Sélidos solubles totales (SST, °Bx). Los s6lidos solubles totales se midieron en el jugo de frutos
molidos, con un refractometro digital (Hanna Instruments; modelo HI 96812, USA). Los
resultados obtenidos de las lecturas se expresaron en grados Brix (°Brix).
Acidez titulable. La acidez titulable (porcentaje de acido citrico) se evalué con el método
indicado por la AOAC (1990). Se tom6 una alicuota de 10 mL de jugo a la que se adicionaron tres
gotas de fenoftaleina para su titulacion con NaOH 0.1 N. El porcentaje de acidez se expres6 como

contenido de &cido citrico, el cual se calculé mediante la Ecuacion (2.1).

VNaoy (ML) X Nygon (meq/mL) X 0.064 (meq de acido citrico g/meq)
Vae jugo (ML)]X (100)]

Acido citrico (%) = ' L (Ec.21)

Donde: Vnaon = volumen de hidroxido de sodio gastado; Nnaon = normalidad de la solucion de

hidroxido de sodio; Ve jugo = Volumen del jugo utilizado
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indice de madurez. El indice de madurez se calcul6 como el cociente entre el contenido de
solidos solubles totales entre el porcentaje de &cido citrico (Beckles et al., 2012).

pH. El pH se determind por cuadruplicado mediante un potenciémetro (Conductronic, PC18,
México) a partir de una muestra de jugo de cuatro frutos molidos de cada variedad.

Contenido de azUcares. La cuantificacion de azucares reductores (glucosa y fructosa) se hizo
con base en la metodologia propuesta por Darnell et al. (1994), con las modificaciones que se
describen a continuacion. Las muestras utilizadas procedieron de cinco frutos colectados al azar,
que se cortaron en trozos pequefios y se mezclaron. De esta mezcla se tomaron diferentes muestras
que se liofilizaron por 72 h. De las muestras liofilizadas se pesaron 0.5 g (materia seca), cantidad
que se pulverizd hasta obtener un polvo fino. Posteriormente el polvo se traslad6 a un tubo cénico
de centrifuga de 50 mL y se le afiadié 10 mL de metanol 80 %, y se dejo incubar en bafio Maria a
70 °C por 10 min. Después, el sobrenadante se separ6 a otro tubo y este procedimiento se repitio
dos veces mas.

Los sobrenadantes resultantes se unieron en uno solo tubo y se midio6 el volumen colectado; el
residuo sélido se desech6. Al volumen colectado se le adicionaron 100 pL de manitol (Sigma®) a
una concentracion de 100 mg mL™ como estandar interno. De esta mezcla se tom¢ una alicuota de
5 mL y se transfirié a un tubo de centrifugacién de 15 mL vy, se le agreg6é 3 mL de cloroformo; esta
mezcla se agitd en vortex (Scientific Industries, Genie-2, USA) por 2 min y posteriormente se
centrifugd a 2000 xg durante 5 min a 4 °C.

Se colecto la fase acuosa y se desecho la fase organica. Luego se adicioné 50 mg de polivinil
polipirrolidona (PVPP) (Sigma®); se agito en el vortex durante 1 min y se centrifugo a 3000 xg
durante 10 min a temperatura ambiente. Se decanté el sobrenadante y se hizo otra extraccion a la

PVPP después de afiadir 2 mL de agua desionizada (18 mOhm). Se centrifug6 a 3500 xg por 15
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min. Los sobrenadantes que se colectaron se combinaron y se llevaron a congelacion a -20 °C
durante 12 h. El extracto congelado se llevo a liofilizacion por 48 h, luego se almacend a -20 °C.
El extracto obtenido se resuspendié en 3 mL de agua desionizada (18 mOhm) y se hizo pasar por
resinas de intercambio iénico Dowex-1 y Dowex-50 (Sigma®).

Posteriormente, se inyectaron 20 pL del extracto resultante en un cromatografo de liquidos
(Agilent 1100 HPLC, Germany). Se utilizé una columna de 30 cm x 7.8 mm x 9 um, y como fase
movil se us6 agua desionizada (18 mOhm) a un flujo de 0.5 mL. El tiempo de analisis de cada
muestra fue de 25 min.

La concentracion de azucares solubles se determind de acuerdo con las curvas patron que se
prepararon con soluciones estandar de 0.01, 0.1, 0.5 y 1 mg/mL de glucosa, fructosa y manitol
(Sigma ®). De cada estandar se pes6 100 mg y se disolvié en 10 mL de agua desionizada; luego
se hicieron las respectivas diluciones. Los calculos para determinar la cantidad de azUcar (mg/g)

se hicieron de acuerdo con las siguientes ecuaciones.

., concentracioén de manitol (mg)xvolumen total (mL
% de recuperacion = , L) (Ec. 2.2)
10 mg de manitol

, concentracion del azicar (mg) xvolumen total (mL
Azucar = O e (Ec. 2.3)

% de recuperaciéon xmaterial vegetal (mg)

Tamanfo de fruto e indice de redondez. Se registro el didmetro polar y ecuatorial de cuatro
frutos maduros por racimo, hasta el cuarto racimo. Para estas mediciones se utilizé un vernier
digital marca Truper 14388®. A partir de estas mediciones se calcul6 el indice de redondez (IR),
el cual define la forma del fruto, y corresponde a la relacion entre el didmetro ecuatorial (De) y

diametro polar (Dp) (Ec. 2.2).

Donde: IR = indice de redondez; Dp = didametro polar; De = didmetro ecuatorial.

33



Firmeza de fruto. La resistencia a la penetracion en el fruto se hizo mediante un medidor de
textura (Stable Micro Systems, modelo TTA-XT2i, UK). Se utilizé una sonda esférica de 0.5 cm
de didmetro y la medicion se hizo en dos puntos extremos del eje ecuatorial de cada fruto, a una
velocidad de pre-ensayo de 3 mm s, de ensayo de 2 mm s y a una distancia de deformacion de
1 mm. Los resultados obtenidos se expresaron en Newtons (N).

Fuerza maxima y cohesividad de la pulpa de tomate. El anélisis de fuerza méxima y
cohesividad de la pulpa de tomate se hizo con un medidor de textura (Stable Micro Systems,
modelo TTA-XT2i, UK) en muestras de 100 mL de pulpa de tomate. Se midi6 la fuerza a
compresion con un disco acrilico de 35 mm de didmetro. Las velocidades de pre-ensayo, ensayo y
post-ensayo fueron de 1 mm s, con distancia de actuacion 30 mm. La celda de carga utilizada fue
de 5 kg. A partir de las curvas de fuerza vs. tiempo se determingé la fuerza méximay la cohesividad
de la pulpa de tomate para cada variedad. Se hicieron tres repeticiones por cada genotipo.

Tasa de respiracion de frutos en postcosecha. La tasa instantanea de respiracion de frutos
completos se midié mediante la cuantificacion del CO> liberado por el fruto durante el proceso de
maduracién en postcosecha. Se midi6 en cinco frutos desde el estado verde maduro (madurez
fisiologica) de cada variedad, y cada fruto individual correspondi6 a una unidad experimental. Las
mediciones se hicieron cada 2 d hasta que los frutos alcanzaron el estado rojo maduro (a los 12 d).
Asimismo, se registro la pérdida de peso durante este periodo.

Durante el lapso de las mediciones, los frutos se mantuvieron a temperatura ambiente. Para esta
cuantificacion se utilizé un analizador de gases infrarrojo (L1-6400, LICOR, USA), acoplado a la
camara para medir CO2 en suelo (Li-64009). Como en suelo esta cAmara se cierra con el mismo

suelo, para fruto la camara se cerrd con un tapon de PVC hecho en el laboratorio y un empaque de
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neopreno, y con ello se logré evitar la interferencia del CO2 atmosférico durante las mediciones.
Los resultados obtenidos por cada medicion fueron recalculados considerando el peso individual
del fruto en cada lectura y el volumen ocupado por éste dentro de la camara, como se muestra en

la ecuacion 2.3. La tasa respiratoria se expresd en umol CO, g*s™.

Eflux = &/ Ve vy (Ec. 2.5)

Peso del fruto
Donde: Eflux = COz liberado por el fruto; de/dt = diferencial del CO> por la diferencial de tiempo

(valor obtenido en las lecturas del equipo); Vc = volumen de la cdmara; Vs = volumen del fruto

Pérdida de peso. Se cosecharon cinco frutos en estado de madurez verde maduro (madurez
fisiologica) de cada variedad, y cada fruto correspondié a una unidad experimental. Los frutos se
pesaron cada 2 dias (durante 12 d) hasta que los frutos alcanzaron el estado rojo maduro, y la

pérdida de peso se obtuvo por diferencia (%) entre pesos de dias consecutivos.

Color. Se determiné mediante un colorimetro (Hunter Lab, modelo MiniScan EZ 4500L, USA),
el cual proporciona los valores de color a través de la escala CIELAB. Las mediciones se hicieron
con lecturas sobre la epidermis en la zona ecuatorial del fruto, de las cuales se obtuvieron los
valores de L*, a* y b*; donde, L* representa la variacion de brillantez o luminosidad, a* denota
las tonalidades de verde a rojo; y b* los tonos de azul a amarillo. Posteriormente, con los valores
de a* y b* se calculd el angulo de matiz (Hue) [H° = tan (b*/a*)] y el indice de saturacion de

color o cromaticidad [C = (a° + b?) "], de acuerdo con Gaspar et al. (2012).
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2.6 RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de los anélisis estadisticos indicaron que las variedades presentaron diferencias
significativas (P < 0.05) (Cuadro 2.1) para todas las variables de calidad evaluadas, por lo que

estos resultados demuestron la variabilidad genética entre las variedades de tomate evaluadas.

Calidad postcosecha del fruto

Solidos solubles totales, acidez e indice de madurez. El hibrido experimental O-427xP-445
fue el genotipo que presenté mayor contenido de SST (5.98 °Bx), seguido de cuatro de las demas
variedades nativas, que también superaron a los hibridos comerciales (O-427, P-445, M-430 y M-
12); las tres variedades nativas restantes (C-267, P-256 y P-257) resultaron estadisticamente
iguales que los hibridos comerciales (Cuadro 2.2). En cuanto al porcentaje de acido citrico, el
rango presentado por las variedades fue de 0.29 a 0.47 % de &cido citrico (acidez titulable), rango
en el que las variedades P-445 y M-12 fueron las que presentaron el menor contenido (0.29 % para
ambas), en contraste con la variedad nativa P-256, que tuvo el mayor porcentaje (0.47 %) y

estadisticamente fue igual que los hibridos testigo.
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Cuadro 2.1. Descriptores estadisticos para las variables de calidad organoléptica evaluadas en frutos de siete variedades de
tomates nativos, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales

Variable Media DE n GL R? Valor-p Min Max
general
SST (°Bx) 5.01 0.54 40 9 0.89  <0.0001 4.20 6.12
Acido citrico (%) 0.36 0.06 30 9 0.81  <0.0001 0.24 0.50
indice de madurez 14.35 3.34 30 9 0.88  <0.0001 9.33 20.97
pH 4.4 0.13 40 9 0.88  <0.0001 4.12 4.63
Glucosa (mg/mL) 21.80 6.56 20 9 0.97  <0.0001 12.45 32.80
Fructosa (mg/ mL) 23.45 5.37 20 9 0.93 0.0001 13.91 34.34
Firmeza (N) 9.03 4.44 40 9 095 <0.0001 4.20 18.33
Diametro polar (mm) 59.34 13.56 40 9 0.98  <0.0001 35.39 78.61
Didmetro ecuatorial (mm) 62.31 10.92 40 9 0.97  <0.0001 38.31 84.60
Indice de redondez de fruto 0.96 0.20 160 9 0.82  <0.0001 0.54 1.36
Fuerza méaxima de pasta (gr) 83.00 28.59 30 9 0.71 0.0007 45.3 164.20
Cohesividad (gs/s) 1711.60 422.82 30 9 0.93  <0.0001 1153 2427.00

SST: sélidos solubles totales. DE: desviacion estandar. GL: grados de libertad del modelo. n: nimero de observaciones. R?: coeficiente
de determinacion. Min: valor minimo. Max: valor maximo.
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Cuadro 2.2. Comparacion de medias para las variables organolépticas en siete variedades de tomates nativos un hibrido
experimental y dos hibridos comerciales.

Variedad SST (°Bx) Acido IM pH Firmeza (N) Glucosa Fructosa
Citrico (%) (mg/g) (mg/g)

DRD 8551 46c¢cd+0.24 0.4 ab +0.06 11.7de+24 4.2 de £0.05 15.3a+1.09 179.3cd + 143 196.2b+10.4
El Cid 43d+0.13 0.39 ab +0.03 11.1 de £ 0.80 43cd+0.04 9.9bc+1.62 209.0 bc + 9.2 21460+ 9.8
C-267 5.0bc+0.21 0.36 bc +0.03 14.1cd £0.85 43cd+0.04 48¢e+0.57 128.8 def + 205 174.0 bc + 32.2
0-427 51b+0.13 0.35bc +0.03 15.0 bed+ 1.36 4.4 abc £ 0.04 52e+05 1183 ef + 15.1 160.6 bc + 20.4
P-445 53b+0.17 0.29c+0.04 18.7 a+ 2.20 4.4ab+0.02 71dex19 102.4 f + 16.9 1144 c + 225
M-430 52b+0.13 0.4 ab +0.03 13.3 de+0.48 45ab+0.07 5.5de+1.01 204.8bc+011 2240ab+6.6
M-12 54b+0.39 0.29c¢+0.01 19.1a+1.61 4.4bc+0.10 49e+0.77 269.8a+ 18.7 282.4a+14.7
P-256 45d+0.24 0.47a+0.03 9.7e¢+0.13 41e+0.04 17.3a+0.69 2466ab+945 1845Db+3.8
P-257 44d+0.17 0.34 bc £ 0.02 13.1de +1.33 45a+0.03 8.1cd+0.73 163.7cde +453 196.0b+5.7
0-427 % 5.9a%0.15 0.34 bc +0.01 17.6 abc £0.67 4.4 abc+0.03 11.8b+1.36

P-445 169.9 cde £ 5.52 182.0b +12.3
DSH 0.50 0.09 3.98 0.12 2.69 51.8 64.19

SST: solidos solubles totales. IM: indice de madurez. DSH: diferencia significativa honesta Medias con la misma letra en columnas no

son significativamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Segun Beckles (2012), el contenido de acido citrico influye directamente en la percepcién del
dulzor en los tomates, por lo que un alto contenido de SST (~5 %) combinado con un bajo
contenido de &cido citrico (~0.4 %), equivale a un indice de madurez aproximado de 12.5 que es
considerado deseable, ya que se relaciona con la palatabilidad de los frutos de tomate para consumo
en fresco. Ademas, Beckles et al. (2012) mencionaron que un alto contenido de SST puede reducir
los costos asociados con el procesamiento industrial de tomate.

Como se muestra en el Cuadro 2.2, la mayoria de las variedades nativas tuvieron mas de 5 % de
SST, y en muchas de ellas el porcentaje de &cido citrico es menor a 0.4 %, por lo que el indice de
madurez para siete de las variedades nativas fue superior a 12.5. Destacan dos variedades locales
P-445y M-12 y el hibrido experimental O-427xP-445 porque presentaron altos indices de madurez
(18.7,19.1y 17.69, numéricamente superiores al indice de los hibridos comerciales aqui evaluados
que obtuvieron valores de 11.7 para el DRD 8551 y de 11.1 para El Cid. En el estudio hecho por
Casierra-Posada y Aguilar-Avendario (2008), tres hibridos comerciales presentaron un indice de
madurez en el rango de 8 a 10; es decir, fueron inferiores en palatabilidad a los hibridos y
variedades nativas evaluadas en este experimento.

pH. Los valores de pH en los frutos de las variedades nativas en este experimento se mantuvieron
entre 4.16 y 4.54, mientras que los hibridos evaluados obtuvieron valores de 4.25 y 4.36, pero sin
diferencias estadisticas entre los hibridos estudiados y cuatro de las variedades nativas, aunque
tres de éstas obtuvieron valores numéricamente mayores a los hibridos y sélo una de ellas tuvo un
valor menor a éstos.

Al respecto, Benton (2007) considera que el rango optimo de pH en frutos de tomate es de 4.0 a
4.5, debido a que cuanto menor es el pH mayor es la llamada acidez, un factor por el cual algunos

consumidores juzgan la calidad de la fruta de tomate. En el estudio hecho por Degefa et al. (2012)
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en nueve cultivares de tomate, éstos se encontraron en un rango de pH de 3.7 a 4.6, que es un rango
mas amplio que el de las variedades nativas evaluadas en este experimento. En el estudio de San
Martin-Hernandez et al. (2012) se report6 un rango de pH para el hibrido Caiméan de 4.76 a 4.86,
que es un rango superior al registrado en los materiales aqui evaluados. Con respecto a estas
variaciones, Benton (2007) mencion6 que el pH de los frutos puede ver se influenciado por factores
externos a la planta, como clima, tipo de suelo o sustrato, y practicas culturales.

Contenido de azUcares. La suma de los contenidos de glucosa y fructosa equivale
aproximadamente a 50 % del contenido de la materia seca en los frutos de tomate. En el contenido
de glucosa se observaron diferencias significativas entre las variedades, donde la nativa M-12 fue
la de mayor contenido con 269.8 mg/g, seguida de la variedad P-256, y ambas superaron a los
hibridos testigo (Cuadro 2.2). Las variedades nativas M-430, P-257 y O-427xP-445 igualaron a
los hibridos comerciales, y so6lo el resto presenté menor contenido de azlcares que éstos.

Para el contenido de fructosa, se encontré que la variedad M-12 de tipo ‘Cherry’ fue la que
presentd la mayor cantidad de esta hexosa con 282.4 mg/g, y fue la Unica variedad nativa que
super6 a los hibridos comerciales. También se detecté que la variedad M-430 presentd alto
contenido de fructosa en comparacion con su contenido de glucosa, lo cual es relevante porque la
fructosa tiene un poder edulcorante de casi el doble que la glucosa, por lo que fructosa se asocia
con los frutos méas dulces (Beckles et al., 2012). Las demas variedades nativas fueron
estadisticamente iguales a los testigos, con excepcion de P-445, que fue inferior. En general, los
frutos de cultivares de tomate se caracterizan por tener niveles casi equimolares de las dos hexosas,
glucosa y fructosa, ya que son derivadas de la hidrolisis de la sacarosa translocada (Shammai et
al., 2018). Pero aqui se identificaron algunas variedades nativas que contienen mas fructosa que

glucosa.
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En ocho variedades nativas de tomate mexicano, Vela-Hinojosa et al. (2018) mostraron que los
genotipos nativos del tipo ‘Cherry’ fueron los que presentaron concentraciones superiores de estos
azucares, resultado que es similar a los obtenidos en este experimento. Al respecto, Beckles et al.
(2012) mencionaron que existen diferencias en los pasos de la ruta metabdlica de sintesis de
hexosas en los frutos, que explican parcialmente los distintos perfiles de azucar de los tomates
silvestres y modernos. Estos autores también mencionan que hay dos modificaciones bioquimicas
relacionadas con la importacion de azucar durante el desarrollo del fruto en especies de tomate
silvestre, que son los cambios en la actividad de invertasa y cambios en la acumulacion de almidén,
donde la magnitud y la direccién de los cambios varian de una especie a otra.

Firmeza. En firmeza (resistencia a la deformacién del tejido, N) los resultados aqui obtenidos
muestran que los testigos fueron superiores a la mayoria de las variedades nativas, con excepcion
de la variedad P-256, que incluso fue superior a dichos testigos (Cuadro 2.2). Por su parte, la
variedad P-257 y el hibrido experimental O-427xP-445 fueron estadisticamente iguales al hibrido
El Cid, y las demas variedades nativas se ubicaron en un rango de 4.89 a 7.1 N. En las mediciones
de firmeza hechas por Juarez-Lopez et al. (2009) en siete variedades de tomate nativo mexicano,
los autores reportaron un rango de 4.1 a 6.2 N mm, que también evidencia que los tomates nativos

son de menor firmeza que los hibridos comerciales.
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Caracteristicas fisicas de la calidad del fruto
Tamarfo de fruto (DP, DE, IR). En los frutos de las variedades nativas existe una gran
diversidad de formas y tamafios. En el Cuadro 2.3 se muestran los valores promedio del didmetro
polar y ecuatorial y el indice de redondez para los materiales evaluados. En estos tomates, la
variedad P-257 fue la que produjo los frutos de mayor tamafio con respecto a las demés variedades,
y la variedad P-445 produjo frutos de igual tamafio que los testigos; el resto de las variedades

produjeron frutos de menor tamafio que los testigos.

Cuadro 2.3. Comparacion de medias para las variables indice de redondez, diametro polar
y ecuatorial en frutos de tomate siete variedades de tomates nativos, un hibrido experimental
y dos hibridos comerciales.

Variedades DP (mm) DE (mm) IR
DRD 8551 70.96 b £ 0.57 63.87c+1.29 1.12b +0.09
El Cid 71.47 ab + 2.09 56.64 d + 1.62 1.26 a £ 0.06
C-267 38.36 e +0.28 61.92c+1.24 0.62f+0.04
0-427 53.49d+1.49 71.22b +2.27 0.75e £ 0.08
P-445 72.05ab+1.21 61.92 ¢ £ 2.57 1.17 ab £ 0.08
M-430 61.81c+4.16 62.29 ¢ +3.85 1.00c+0.14
M-12 36.15e+0.85 39.01e+0.87 0.93 cd +0.06
P-256 53.96d + 1.55 60.97 cd + 2.80 0.89d+0.1
P-257 759a+2.39 83.99a+0.59 0.90d £ 0.08
0-427%xP-445 59.25¢c+1.45 61.31cd £1.39 0.97 cd £0.01
DSH 4.62 5.01 0.098

DP: didmetro polar (mm). DE: didmetro ecuatorial (mm). IR: indice de redondez (IR = DP /DE).
DSH: diferencia significativa. Medias con la misma letra en las columnas no tienen diferencias
significativas entre genotipos (Tukey, 0.05). Mediciones tomadas al séptimo racimo.
Carrillo-Rodriguez et al. (2013) clasificaron colectas de variedades nativas de tomate con base
en el diametro de sus frutos, y reportaron tamafos desde 1.35 hasta 7.19 cm de didmetro polar y
desde 1.42 hasta 7.22 cm de diametro ecuatorial, sus resultados, al igual que los del presente

estudio, demuestran que la mayoria de los tomates nativos producen frutos de menor tamafio que

los de los hibridos comerciales. Al respecto, Frary et al. (2000) consideran que la domesticacion
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es la principal causa del aumento en tamafio de fruto en las variedades nativas, y que estos cambios
en tamafo han estado mediados por cambios en el genoma.

Debido a los procesos de seleccion tradicional y en muchos casos por seleccion natural en las
variedades nativas, es que existe una gran variedad de tamafios y formas de fruto en los tomates
nativos. Referente al cambio en tamarfio, Tanksley (2004) postul6 que la domesticacion ocurrié en
tiempos prehistoricos, por lo que nadie conoce la ruta evolutiva real a través de la cual las especies
silvestres dieron lugar a plantas con frutos méas grandes y de formas variables. El escenario méas
probable es que nuestros antepasados hayan seleccionado plantas con mutaciones que produjeron
frutos mas grandes, y las cuales gradualmente se fueron acumulando para dar lugar a los "frutos
grandes" tipicos de los cultivares actuales. El ancestro putativo silvestre del tomate cultivado, S.
lycopersicum var. cerasiforme, produce frutos pequefios (de dos l6culos) que pesan s6lo unos
pocos gramos; en contraste, un solo fruto de una variedad moderna puede contener muchos léculos
y pesar hasta 1 kg, que equivale a un aumento de peso de casi 1000 veces.

Fuerza maxima y cohesividad de la pulpa. Entre los diferentes pardmetros para medir la
textura en un alimento, para este experimento se tomaron en cuenta dos factores primarios, la
cohesividad y la fuerza maxima (dureza) de la pulpa de tomate, ya que estos valores son parte
importante de las caracteristicas reoldgicas de los alimentos.

Como se muestra en el Cuadro 2.4, no hubo diferencias en los valores de fuerza maxima de la
pulpa entre las variedades nativas y los hibridos comerciales, variable en la que el valor numérico
maés alto lo obtuvo la variedad O-427. Tomando en cuenta que los valores de fuerza maxima se
refieren a cantidad de fuerza necesaria para comenzar la deformacion, este pardmetro se puede

relacionar directamente con la consistencia. Segun Sanchez et al. (2003), la pasta de tomate con
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una mayor consistencia puede conducir a un importante ahorro de costos en la produccién de

alimentos industrializados hechos a base de tomate.

Cuadro 2.4. Valores promedios para la fuerza maxima y cohesividad de la pulpa de tomate
en siete variedades de tomates nativos, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales.

Variedades FM Cohesividad

(gf) (gf/s)
DRD 8551 100.3 abcd * 35.7 1560.67 bed + 102.2
El Cid 80.3abcd £ 4.4 1687.67 b £57.0
C-267 485d+3.1 1297.67 ef £ 61.0
0-427 121.83 a+ 36.8 2310 a+106.4
P-445 103.43 abc + 23.9 2166.33a+41.6
M-430 54.97 cd £9.0 1163.33f+17.0
M-12 83.73 abcd + 0.7 1366.67 def + 104.2
P-256 70.36 abcd + 1.8 1619.33 bc + 67.2
P-257 108.53ab+ 7.5 2308.67 a+42.0
0-427xP-445 58.03 bed + 2.7 1435.67 cde + 46.1
DSH 53.20 204.58

FM: fuerza maxima. DSH: diferencia significativa honesta. Medias con la misma letra en las
columnas no tienen diferencias significativas entre variedades (Tukey, 0.05). Un (1) gf es igual a
0.00980665 N.

En cuanto a la cohesividad, las variedades nativas O-427, P-445 y P-257 fueron superiores al
resto de genotipos evaluados, mientras que las variedades M-12 y P-256 y el hibrido experimental
0-427xP-445 presentaron valores iguales que los hibridos comerciales evaluados. La cohesion es
una propiedad interna de la pasta de tomate, y es una medida de las fuerzas que mantienen las
particulas unidas entre si. Esta propiedad se relaciona con el pardmetro de pegajosidad, propiedad
importante al disefiar los mecanismos de procesamiento de los frutos (Goula et al., 2007).

Segun Barrett et al. (1998), existen numerosos factores que influyen en las caracteristicas

reoldgicas de la pasta de tomate, entre las que se encuentran: cultivar o variedad, estado de madurez

a la cosecha, préacticas culturales, incluyendo uso y tipos de fertilizantes, aplicacion de ciertas
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hormonas, cantidad de agua, grado de exposicion al sol y estrés ambiental en la planta anterior a

la cosecha, como sequia, salinidad, agua, enfriamiento y estrés por congelacion.

Cambios durante la maduracion postcosecha del fruto

Pérdida de peso. Las pérdidas de peso en los frutos de las variedades aqui evaluadas oscilaron
entre 4y 13.5 % (Figura 2.1), rango en el que hubo diferencias varietales significativas (P < 0.05).
En esta caracteristica de calidad de fruto el hibrido DRD 8551 presentd la menor pérdida de peso,
mientras que la variedad M-12 present6 la mayor pérdida de peso. En la mayoria de las variedades
nativas el rango de pérdidas se mantuvo entre 5y 8.3 %, y estadisticamente fueron iguales a el
hibrido comercial El Cid, lo que indica que en esta variable hay tomates nativos que igualan al
testigo comercial que perdié mas peso.

Los resultados de Casierra-Posada y Aguilar-Avendario (2008) muestran un rango de pérdida de
peso de 10 a 17 % en variedades hibridas cosechadas en estado de madurez temprano (verde
maduro) hasta alcanzar el color rojo; tal rango es superior al promedio encontrado en las variedades
de tomate nativo y en los hibridos comerciales analizados en este experimento. Por su parte,
Juarez-Lopez et al. (2009) observaron que las variedades nativas tienden a perder peso mas
rapidamente que el hibrido comercial que emplearon como testigo, lo que también sucedi6 en
algunos tomates nativos incluidos en el presente estudio.

Znidaréi¢ y Pozrl (2006) proponen que la pérdida de peso en frutos de tomate depende de varios
factores, como temperatura, humedad relativa y transpiracion. Casierra-Posada y Aguilar-
Avendafio (2008) agregan otros factores, como la relacion area superficial-volumen del fruto, la
naturaleza de la pared del fruto y el estado de madurez al momento del corte, que consideran los

principales factores que intervienen en la pérdida de peso.
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Figura 2.1. Porcentaje de pérdida de peso en frutos de tomates nativos y de dos hibridos comerciales (DRD-8551 y EI Cid).
Comparacion de medias para los dias 0 y 12. Letras iguales no tienen diferencias significativas entre genotipos (Tukey, 0.05).
DSH parael dia 12 =3.77
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Tasa de respiracion. Todas las variedades de tomate aqui estudiadas presentaron un patron
similar en la tasa de respiracion de sus frutos. De acuerdo con Van de Poel et al. (2014), este patron
corresponde a los frutos climatéricos en los cuales la tasa de respiracion (produccion de CO>) es
muy alta en el fruto en desarrollo para luego disminuir rapidamente durante la maduracion, y
ademas durante la maduracion la tasa de respiracion aumenta transitoriamente.

En la Figura 2.2 se puede observar que las variedades nativas tuvieron una tasa de respiracion
mayor al momento de corte (estado verde maduro) que los hibridos comerciales, que luego fue
disminuyendo durante el tiempo de almacenamiento, con breves recuperaciones transitorias
(picos) que se consideran picos del climaterio. Es importante sefialar que la variedad nativa P-256
fue la Unica que presentd el patron de respiracion mas cercano al de los hibridos comerciales. De
igual manera, las variedades nativas M-430, P-257 y el hibrido experimental O-427xP-445 fueron
estadisticamente iguales al hibrido El Cid al inicio y al final de las mediciones.

En las mediciones hechas en el dia 12 (al final de la maduracion), no se encontraron diferencias
significativas entre el hibrido El Cid y la mayoria de variedades nativas, salvo en el caso de la
variedad C-267 que fue la variedad que mayor tasa de respiracion tuvo durante todo el
experimento. En la mayoria de las variedades el pico climatérico, de acuerdo al incremento en la
tasa de respiracion durante la maduracion, ocurrié en el dia 4, mientras que en las variedades C-
267 y 0-427 el pico climatérico se observo al dia 6, y en la variedad P-445 no se pudo identificar
tal estado. Las curvas de respiracion obtenidas en este expermiento fueron similares a la encontrada
por Kandasamy et al. (2015) en tomates del cv. Roma, en el que también se encontré que la
temperatura juega un papel importante en la tasa de respiracion, ya que la intensidad respiratoria

aumenta con el calor.
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Color. En este experimento se observd que la luminosidad de los frutos presentdé una
tendencia similar en todas las variedades (Figura 2.3), ya que la disminuyé conforme los
tomates alcanzaron el color rojo, que segin Lopez-Vidal et al. (2014) es debido al incremento
en el contenido de licopeno.

Los valores de Hue (d&ngulo de matiz) disminuyeron progresivamente durante la maduracion
del fruto, lo que indica el cambio de verde a rojo que ocurre durante el proceso de maduracion
es debido a la acumulacién de pigmentos. De acuerdo con Cantwell (2000), existe correlacion
entre la disminucién del valor de Hue y el incremento en el contenido de licopeno durante la
maduracion de los frutos. En cuanto al valor de croma (saturacion de color), las variedades se
mantuvieron dentro del rango de 25 a 40 unidades durante la maduracion, lo que concuerda
con los valores reportados por Cantwell (2000) en variedades comerciales de tomate, y con
los reportados por Vela-Hinojosa et al. (2018) en variedades nativas de tomate mexicano.

El cambio en el color de los frutos de tomate durante maduracién se debe en gran parte a la
presencia de diversos carotenoides (p-caroteno, licopeno, luteina, etc.). El color de los frutos
esta condicionado por los tipos y concentraciones de carotenoides, caracteristicas que estan

determinadas por la constitucion genética y el ambiente (Weingerl y Unuk, 2015).
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un hibrido experimental y dos hibridos comerciales.
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2.7 CONCLUSIONES

Cuatro de las variedades nativas evaluadas (0-427, P-445, M-430, M-12) y el hibrido
experimental (O-427xP-445) superaron a los testigos comerciales en el contenido de sélidos
solubles. Entre los componentes principales del sabor se puede destacar que las variedades
nativas presentaron un balance deseable entre el contenido de sélidos solubles y acidez,
porque produjo un indice de madurez superior a 12.5, lo cual los hace de sabor mas dulce y
mas atractivos para el consumo en fresco, en comparacion con los hibridos comerciales, que
obtuvieron un valor inferior al deseable para esta caracteristica.

El hibrido experimental O-427xP-445 fue el de mayor contenido de sélidos solubles totales,
lo que indica el potencial de hacer cruzas entre estas variedades como parte de programas de
mejoramiento, ya que este hibrido super0 a las variedades nativas de las cuales se derivo,
superioridad atribuible al llamado vigor hibrido o heterosis. En cuanto a los contenidos de
glucosa y fructosa, la variedad M-12 (tipo ‘Cherry’) fue la que presentd la mayor
concentracion de estos azUcares, y a su vez una de las que obtuvo el mayor contenido de
solidos solubles totales.

En cuanto a tasa de respiracion durante la maduracion del fruto, en general, las variedades
nativas mostraron una alta actividad metabdlica al inicio de la maduracién de los frutos, pero
al final de este proceso su respiracion fue similar a la de los testigos cuando alcanzan el estado
de madurez rojo maduro.

Claramente las variedades nativas destacan en caracteristicas de calidad sensorial, pero es
necesario enfocar los trabajos de mejoramiento genético para mejorar sus caracteristicas de
firmeza y reducir su tasa de respiracion, para asi prolongar su vida postcosecha, ya que éstas

son caracteristicas de calidad importantes para el manejo comercial.
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Con los presentes resultados se demuestra que varias variedades nativas aqui estudiadas
tienen el potencial para ser utilizadas como fuente de germoplasma (progenitoras) que
permitan producir hibridos comerciales con mejores caracteristicas sensoriales, ademas de
contar ya directamente con potencial para ser utilizadas en mercados locales o de nivel
gourmet, e incluso destinarse a la industria del procesamiento industrial, como la elaboracion

de pastas, purés y jugos de tomate.
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Capitulo I11. Determinacion de contenidos de licopeno, B-caroteno y a-tocoferol, de la
capacidad antioxidante en frutos de variedades nativas de tomate mexicano y
expresion génica en la ruta biosintética de carotenoides

3.1 RESUMEN
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza con mayor consumo a nivel mundial. El
consumo de sus frutos se ha relacionado con efectos benéficos a la salud por sus propiedades
antioxidantes y nutricionales, derivadas del contenido de carotenoides, tocoferoles, acido
ascorbico, fenoles, etc. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante, el
contenido de carotenoides como licopeno y B-caroteno, y cuantificar la expresion de genes
involucrados en la biosintesis de carotenoides, en variedades nativas de tomate mexicano en
contraste con variedades hibridas comerciales. La capacidad antioxidante se determind por la
prueba DPPH, el contenido de carotenoides se cuantifico mediante HPLC; los andlisis de
expresion de los genes E8, PDS, LYC-¢, LYC-B1'y CYC-, se hicieron mediante la técnica de
gPCR. Se encontraron diferencias para todas las variables evaluadas (P < 0.05). La variedad
nativa P-257 super0 al resto de las variedades evaluadas en contenido de B-caroteno y a-
tocoferol (P < 0.05); en licopeno las variedades nativas P-445, M-430, P-257 y el hibrido
experimental O-427xP-445 igualaron a los hibridos comerciales usados como testigos. En
capacidad antioxidante todas las variedades nativas fueron superiores a las variedades testigo.
En los niveles de expresidn génica destacaron las variedades locales C-267, M-430 y P-257,
y el hibrido experimental O-427xP-445, para el gen PDS. Para los genes -LYC y f-CYC, las
variedades C-267, P-445, P-256 y M-12 fueron las que registraron mayores niveles de
expresion. Para el gen e-LYC las variedades locales O-427 y P-257 fueron las que presentaron

mayores niveles de expresion.
Palabras clave: Carotenoides, licopeno, B-caroteno, a-tocoferol, antioxidantes, expresion
génica.

3.2 ABSTRACT
Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most consumed vegetable worldwide. Its
consumption has been linked to beneficial effects on health, due to its antioxidant and

nutritional properties derived from the fruit content of carotenoids, tocopherols, ascorbic acid,
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phenols, etc. The objective of this work was to evaluate the antioxidant capacity, the content
of carotenoids such as lycopene and p-carotene, and the expression of genes involved in the
biosynthesis of carotenoids, in native landraces of Mexican tomatoes as compared to
commercial hybrid varieties. The antioxidant capacity was determined by the DPPH test; the
content of carotenoids was quantified by HPLC. The expression analyzes of the E8, PDS,
LYC-¢, LYC-p1 and CYC-pS genes were made using the gPCR technique. Differences among
varieties were found for all the traits evaluated (P <0.05). The local landrace P-257 overrated
all the other landraces and commercial hybrids in content of -carotene and a-tocopherol; in
lycopene the landraces P-445, M-430 and P-257 and the experimental hybrid O-427xP-445
were equal to the commercial hybrids (P < 0.05). In antioxidant capacity all the native
landraces were higher than the commercial varieties used as controls in this study. In the levels
of gene expression, the landraces C-267, M-430 and P-257, and the experimental hybrid O-
427xP-445, registered higher levels of expression of the PDS gene. For the f-LYC and g-CYC
genes, the landraces C-267, P-445, P-256 and M-12 showed the highest levels of expression.
For the &-LYC gene, the 0-427 and P-257 native landraces presented the highest levels of

expression.

Key words: Carotenoids, lycopene, B-carotene, a-tocopherol, antioxidants, gene expression.

3.3 INTRODUCCION
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los frutos mas consumidos a nivel mundial,
que ademas constituye una fuente importante de compuestos con efectos saludables, con
potencial de reducir el riesgo de contraer varias enfermedades: tumores del tracto digestivo,
procesos inflamatorios, enfermedades cardiovasculares, hipertension, diabetes, y obesidad.
Estas propiedades benéficas se han asociado a la presencia de antioxidantes hidrofilos

(principalmente acido ascorbico y fenoles) y lipofilos, incluidos los carotenoides
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(principalmente licopeno y B-caroteno) y la vitamina E (a-tocoferol) (Raiola et al., 2015;
Almeida et al., 2011; Shi et al., 1999)

Los carotenoides son un grupo de pigmentos de colores rojo, amarillo y naranja, que estan
presentes en flores, frutas y verduras. También estan presentes en algunos tipos de algas
(eucariontes) y en organismos no fotosintéticos como los hongos (Pandurangaiah et al., 2016).
Los carotenoides son compuestos esenciales en la dieta humana.

El segundo carotenoide en abundancia en los frutos de tomate es el B-caroteno el cual es el
precursor para la biosintesis de la vitamina A. El efecto positivo de los carotenoides en la
dieta humana ha provocado numerosos intentos de desarrollar variedades con mayor
acumulacion de carotenoides, que no sélo son de importancia agricola sino también de interés
cientifico en términos de regulacion bioquimica, bioldgica y genética (Liu et al., 2015; Enfissi
etal., 2017).

El proposito de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante, la concentracion de los
carotenoides principales del fruto de tomate y los niveles de expresion de genes involucrados
en la biosintesis de estos compuestos, en siete variedades nativas de tomate mexicano en

contraste con dos hibridos comerciales.

3.4 HIPOTESIS
o Las variedades nativas de tomate mexicano poseen mayor concentracién de
compuestos nutracéuticos.
o Las variedades nativas de tomate mexicano tienen mayor expresion de los genes que

regulan la biosintesis de carotenoides.
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3.5 MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental
Para la evaluacion estadistica de las variedades de tomate aqui estudiadas, se empled un
disefio experimental completamente al azar con 10 tratamientos (variedades de tomate). Para
la variable actividad antioxidante la unidad experimental consistio en 100 mL de pulpa
(repeticiones) proveniente de cuatro frutos en estado maduro. Para las variables de
cuantificacién de carotenoides (licopeno y B-caroteno) y a-tocoferol, asi como para los
analisis de expresion génica, la unidad experimental consistio en un (1) fruto de tomate con

tres repeticiones.

Variables medidas
Capacidad antioxidante (método DPPH). Este método del DPPH se aplic6 como la
describieron Kuskoski et al. (2005). Este protocolo se basa en la reduccion de la absorbancia
medida a 515 nm del radical 2,2-difeni I-1-picrilhidracilo (DPPH) en presencia de
antioxidantes, y se manifiesta como un cambio de color gradual del DPPH (morado) a DPPH-
reducido (amarillo).

La curva de calibracion se hizo con un espectrofotdmetro (Thermo Scientific, NanoDrop
8000, USA) mediante diluciones de Trolox (Merck®) a partir de una solucién a 2500 uM a
concentraciones de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 uM en metanol. De cada
dilucion se tom6 una alicuota de 50 pL y se les afiadio 950 pL de solucién metandlica de
DPPH (Merck®) a una concentracion de 0.2 Mm. La mezcla se dejo incubar por 15 min y se
leyd la absorbancia a 515 nm.

De la curva patrén se obtuvo la ecuaciény = 2.6™1 — 5.517*x + 2.877 x2 con un valor de
R? = 0.99. Posteriormente se tomaron 950 pL de la solucion metandlica de DPPH 0.2 mM y
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se le adicionaron 50 pL de jugo de tomate de cada una de las muestras, y se leyo la absorbancia
a 515 nm. Los resultados se expresaron en actividad equivalente a Trolox (UM/mL de
muestra).

Cuantificacion de licopeno, B-caroteno y a-tocoferol. La cuantificacion de carotenoides
(licopeno B-caroteno) y a-tocoferol se hizo en los laboratorios de Food Science de la
Universidad de Leeds en Reino Unido.

Extraccion de la muestra. Los solventes utilizados en el procedimiento fueron grado
HPLC marca Sigma®. Para la extraccion de licopeno, -caroteno y a-tocoferol la unidad
experimental consistié en un tomate (réplica bioldgica). Se seleccionaron tres frutos de tomate
de cada variedad, los cuales se llevaron a liofilizacién por 72 h. El tejido liofilizado se
pulverizé con ayuda de nitrégeno liquido, y se pesé 0.1 g que se trasladé a un tubo de ensayo
de vidrio de 15 mL. Posteriormente se afadieron 5 mL de la mezcla de
hexano:metanol:acetona [2:1:1] y 1 mL de agua grado HPLC (Sigma®). Se agitd en vortex
por 1 min y se centrifug6 a 2500 rpm por 5 min a 4 °C. La capa de hexano se trasladd a otro
tubo de ensayo y se hizo una reextraccién a la fase orgénica. Se mezclaron los dos
sobrenadantes, y se llevaron a evaporacién por medio de un concentrador de muestras Techne
Sample Concentrator, (modelo FSC400D) mediante gas nitrégeno. EI concentrado se
resuspendié en 100 pL de la mezcla de los solventes acetonitrilo:metanol:diclorometano
[43:43:14]. El extracto resultante se filtré con un filtro PFTE de disco de membrana (0.22
pum).

El extracto se inyectd inmediatamente en el equipo de HPLC (Shimadzu System equipado
con bomba LC-20AD SP, automuestreador LC 20AC y un detector de diodos SPD-M20A).

Se utilizo una columna C18, 250 x 4.6 mm, con 5um de tamario de particula (Ascentis® C18
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HPLC, modelo 581325-U) y como fase mdvil la mezcla de solventes
acetonitrilo:metanol:diclorometano [43:43:14]. La velocidad de flujo fue de 1 mL por minuto
a temperatura ambiente. EI tiempo de analisis fue de 15 min por muestra. Los resultados de
licopeno y B-caroteno se leyeron a la longitud de onda de 472 y 450 nm respectivamente,
mientras que para la detencion de a-tocoferol los resultados de las muestras se leyeron a 290
nm.

Curva de calibracion. Para hacer las curvas de calibracion se utilizaron compuestos
estandar de marca Sigma® de licopeno, B-caroteno y a-tocoferol. Se inyectaron diferentes
volimenes de los compuestos estandar (5, 10, 15, 25, 35, 50 pL), y por medio de regresion

lineal se obtuvieron las ecuaciones para cada uno de los compuestos (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Ecuaciones para determinar la concentracion de licopeno, betacaroteno y
a-tocoferol en muestras de tomate liofilizado.

Estandar Ecuacion Valor de R?
Licopeno y =0.0005x + 0.3529 1
R-caroteno y =0.00004x + 0.1134 1
a-tocoferol y = 0.00005x - 2.2526 0.9937

El calculo de la concentracion de los diferentes metabolitos se hizo mediante la ecuacién 3.1:

Concentracion del compuesto (ng mg=) = (m*x + K) = (FD)/w % 1000...... (Ec. 3.1)

Donde: m= pendiente de la curva, K= valor de b en la ecuacidn de regresion lineal, x= area

obtenida del cromatograma, FD= factor de dilucién, w= peso de la muestra en gramos.

Analisis de expresion génica. Los analisis de expresion génica se hicieron mediante la

reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés, quantitative
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polimerase chain reaction). Los experimentos se hicieron en laboratorios de Biologia
Molecular del Departamento de Ciencias Ambientales de la Universidad de Lancaster en
Reino Unido. Se midieron los niveles de trascripcion de genes involucrados en la ruta de
biosintesis de carotenoides y un gen (E8) asociado al proceso de maduracion. La secuencia
de los cebadores (“primers”) utilizados se muestran en Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2. Secuencias de los iniciadores (“primers”) utilizados para el analisis de

expresion génica mediante gPCR.

Gen NuUmero de Iniciadores gPCR
accesion
E8 (asociado a Solyc09g089580 F: AGCTGCAAGTTGGAGAGACACG
maduracion) R: CCGCATGGAGTTGGAAATTC
PDS Solyc039123760 F: AGCAACGCTTTTTCCTGATG

R: TCGGAGTTTTGACAACATGG

e-LYC Solyc12g008980 F: GCCACAAGAACGAAAACGAC
R: CGCGGAAAAATGACCTTATC

LYC-pL Solyc10g079480 F: TTGTGGCCCATAGAAAGGAG
R: GGCATCGAAAAACCTTCTTG

CYC-B Solyc06g074240 F: TGGCAAGGGTTCCTTTCTTC
R: AGTCATGTTTGAGCCATGTCC

PDS: fitoeno desaturasa. e-LYC: licopeno ciclasa-épsilon. -LYC: licopeno ciclasa-beta. -
CYC: Cromoplasto licopeno ciclasa-beta. Los iniciadores utilizados para esta tesis fueron de
la marca Eurofins Genomics®.

Extraccion de ARN. EI ARN se aislé6 mediante extraccién fendlica con TRIzol®
(Invitrogen), conforme a la metodologia descrita por Wang et al. (2009), con algunas
modificaciones. Se escogieron tres frutos de tomate por variedad, los cuales representaron
repeticiones biologicas, y la cosecha de frutos se hizo cuando se encontraban completamente

rojos. Los frutos se cortaron en trozos pequefios alrededor de 1 x 1 cm y se liofilizaron por 72

h; posteriormente se mantuvieron en congelacion a -21 °C hasta su uso.
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Del tejido liofilizado se tom6 una muestra, la cual fue molida con un mortero agregando
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. De cada variedad de tomate se pesé una muestra
de 500 pg y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se adicioné 1 mL de TRIzol® y la
mezcla se agito en vortex. Después de la agitacion se le agregd 200 pL de cloroformo, se agitd
nuevamente en vortex y los tubos se reposaron durante 3 min. Después se centrifugd a 10,000
X g, por 15 min a 4 °C. La fase acuosa se recuperd cuidadosamente en un nuevo tubo para
centrifuga de 1.5 mL (la fase orgéanica fue descartada) y se agreg6 500 uL de 2-propanol. Los
tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min, y después de la incubacion se
centrifug6 a 10,000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado cuidando de no
tirar el “pellet” (ARN precipitado). El pellet se lavo adicionando 1 mL de etanol a 75 % y se
centrifugd a 7, 600 x g por 5 min a 4 °C; el lavado se hizo dos veces. El pellet se resuspendio
en 30 pL de agua Milli-Q.

Una vez aislado el ARN se realiz6 un tratamiento con DNAasas para eliminar el ADN que
pudiera estar presente en la muestra. Para este tratamiento se utilizé 0.5 pL de DNasa |
(Qiagen®) por cada gramo de tejido utilizado. Las muestras fueron incubadas a 37 °C por 15
min; posterior a la incubacion el ARN se resuspendi6 en 550 uL de 2-propanol y se centrifugd
nuevamente a 10,000 x g por 10 min a 4 °C. El pellet se resuspendi6 en 30 pL de agua ultra-
pura (Milli-Q). La concentracion total de RNA se determin6 de acuerdo a las mediciones de
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro NanoDrop provisto con lampara UV.

Sintesis de cDNA. Con base en los resultados de las lecturas en el NanoDrop, se tomo una
muestra de ARN de 1,000 ng. EI calculo para obtener el volumen de ARN se hizo mediante
la ecuacion 3.2.

VVolumen de muestra de ARN= 1,000 / Concentracion leida en el Nanodrop* .... (Ec. 3.2)
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*ng de ARN*

A los 1000 ng de ARN se le afiadié 1 pL de Oligo DTT (Revertaid first-strand, Thermo
Fisher Scientific ®), y se aforé con agua (Milli-Q) a un volumen de 12 pL, después se agitd
en vortex brevemente y se centrifug6 por 10 s, y la muestra se incubd en un equipo de PCR
(Eppendorf ® Mastercycler Thermal Cycler PCR) a 65 °C durante 5 min. Posteriormente se
prepard una mezcla maestra como se indica en el Cuadro 3.3

Cuadro 3.3. Formulacion de la mezcla maestra para sintesis de cDNA.

Reactivos Cantidades por cada muestra (L)
5x Buffer 4
RNAse inhibidor 1
10 mM dNTPs 2
RTase 1
Total 8

Se agregaron 8 uL de MM al ARN con lo que se obtuvo un volumen de 20 pL, se agitd y se
centrifugd brevemente. Las muestras se incubaron en un equipo de PCR a 42 °C por 60 min,
seguido por 72 °C durante 5 min. EI cDNA se almacend a -80 °C hasta su uso.

Analisis de expresion genica por gPCR. La abundancia relativa de ARNm se evalud
mediante PCR cuantitativa (QPCR) con utilizando SYBR Green | (Primerdesign©) como
indicador. Se hicieron tres réplicas por variedad, y los valores medios se usaron para calculos
adicionales. Las abundancias de transcripcion normalizadas se calcularon como se describio
previamente (Simon, 2003) usando el gen de actina (ATC) de tomate (Solyc04g011500) como
gen de referencia. La mezcla de reaccion de PCR se hizo conforme se sefiala en el Cuadro
3.4.

Cuadro 3.4. Componentes para la mezcla de la reaccion de gPCR.
Componente Cantidad por muestra (uL)
SYBR Green
Primer 10mM R
Primer 10 mM F

Agua ultrapura (Milli-Q water)
cDNA (200 ng)

RPN R RO
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Total 10 uL

Las condiciones de amplificacion para la reaccion de gPCR fueron 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C durante 10 min; las condiciones de alineacion fueron: 60 °C durante

10 s y extension de 72 °C durante 15 s.

3.6 RESULTADOS Y DISCUSION

Calidad nutracéutica
Concentracion de licopeno, B-caroteno y a-tocoferol. Se encontraron diferencias
significativas (P < 0.5) entre las variedades aqui evaluadas para los contenidos de licopeno,
betacaroteno y a-tocoferol (Cuadro 3.5).
Cuadro 3.5. Comparacion de medias para la concentracion de licopeno, 3-caroteno y a-

tocoferol y capacidad antioxidante, en siete variedades de tomate nativo mexicano, un
hibrido experimental y dos hibridos comerciales.

Actividad

Licopeno [3-caroteno a-tocoferol antioxidante
Variedad (uo/g) (no/g) (no/g) (UM Trolox/mL)
DRD 8551 154.2ab+23.0 21.2cde+35 3.7cde+05 529.6e+12.0
El Cid 179.0a+19.3 289bcd+4.5 52bc+0.6 564.9d+4.9
C-267 79.2¢c+183 14.4de £ 4.2 3.8cde+£04 632.9b £10.1
0-427 102.0bc+354 13.8e+89 3.3de+0.9 692.1a+9.2
P-445 182.3a+33.3 33.7bcx12.6 58ab+0.3 690.1a+9.3
M-430 201.2a+66.6 36.4ab*3.3 49bcd+1.8 611.5bc+ 7.2
M-12 60.3c+37.1 13.0e+£105 4.0 bcde + 1.0 704.8a+ 159
P-256 542c¢c+10.6 16.3de+45 25ex05 700.4ax125
P-257 1648ab+46.1 495a+11.9 71ax10 694.2a+12.3
0O-427xP-445 154.3ab+18.4 34.1bc+4.0 51bct11 600.5¢c +9.6
DSH 66.1 14.7 1.8 31.1

DSH: diferencia significativa honesta. Medias con la misma letra en las columnas no son
significativamente diferentes (Tukey, 0.05)
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En contenido de licopeno las variedades P-445, M430, P-257 y el hibrido experimental O-
427xP-445 fueron iguales que los hibridos comerciales. La concentracion de licopeno para
las variedades nativas en este experimento fluctu6 entre 54.2 y 201.2 pg/g (en base seca),
rango que se encuentra por arriba del reportado por Shi et al. (2000) para la variedad comercial
Heinz 9478, la cual fluctud de 72.6 a 75.5 pug/g., y seis de las variedades nativas evaluadas
fueron numéricamente superiores a esta variedad. En variedades nativas de tomate mexicano
y lineas experimentales de tomate, Vela-Hinojosa et al. (2018) reportaron contenidos de
licopeno en el rango de 4.5 a 0.5 mg/100 g de peso fresco, rango que es inferior al registrado
en las variedades nativas evaluadas en el presente experimento.

El B-caroteno es la principal fuente de vitamina A en la dieta humana, necesaria para el
desarrollo normal, el crecimiento y la vista (Baranska et al., 2006; Flores et al., 2017). En
contenido de B-caroteno la variedad nativa P-257 fue la que mayor concentracion registré y
la Unica variedad nativa que supero a los hibridos comerciales; las variedades nativas M-430,
P-445, y el hibrido experimental O-427xP-445 fueron estadisticamente iguales al hibrido
comercial El Cid. Flores et al. (2017) reportaron concentraciones de f-caroteno de 1 a 11 pg/g
en genotipos tradicionales de tomate, mientras que EI-Qudah (2009) report6 un rango entre
0.79y 14.5 pg/g, y Baranska et al. (2006) encontraron contenidos de 7.8 a 23 pg/g. En cuanto
al contenido de B-caroteno en las variedades nativas evaluadas en el presente experimento
fluctu6 entre 13 y 49.5 pg/g, por lo que aqui hay variedades con concentraciones de hasta tres
veces las reportadas por otros autores.

En contenido de a-tocoferol las variedades nativas P-257 y P-445 fueron estadisticamente
superiores a los hibridos comerciales. El rango en la concentracion de este compuesto para

las variedades nativas fluctu6 de 2.5 a 7.1 pg/g. En contraste, Zanfini et al. (2010) reportaron
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contenidos de a-tocoferol en frutos de tomate de 6.2 a 8.2 pg/g, rango superior al encontrado
en este experimento. Sin embargo, Raiola et al. (2015) postularon que la concentracion de
tocoferoles puede variar por una serie de diferentes variables, entre ellas el tejido utilizado
para el analisis, las condiciones de estrés del cultivo, el estado fisiologico de la planta, el nivel
de salinidad, de intensidad de luz y de temperatura, etc.

Actividad antioxidante. La actividad antioxidante en frutos de las variedades nativas
fluctu6 de 600.5 a 704.8 uM Trolox/mL, que son valores superiores a los de los hibridos
comerciales aqui evaluados. Las variedades con mayor capacidad antioxidante fueron las
nativas O-427, P-256 y P-257. Segun Bhandari et al. (2016), en comparaciéon con otros
cultivos horticolas los tomates tienen altas propiedades antioxidantes porque poseen
cantidades considerables de antioxidantes como carotenoides, compuestos fenodlicos,

flavonoides y acido ascorbico.

Expresion de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides

La composicion y el contenido de los carotenoides estan determinados parcialmente por las
fluctuaciones genéticas (Liu et al., 2015). Los carotenoides son isoprenoides sintetizados a
partir de precursores metabdlicos suministrados por la via plastidial, metileritritol 3 — fosfato
(MEP) (Figura 3.1). Durante la maduracién del tomate, las transcripciones de los genes que
codifican desoxixilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), geranilgeralilo pirofosfato sintasa
(GGPPS), fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS), ¢ -caroteno desaturasa (ZDS) y
caroteno isomerasa (CrtISO), estan altamente regulados y contribuyen a la formacion de
licopeno. La ciclacion del licopeno es un punto de ramificacién central en la ruta biosintética

del carotenoide (Figura 3.1). Una ruta conduce a la formacion de B-caroteno, zeaxantina,
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violaxantina y neoxantina, y otra conduce a la formacion de a-caroteno y luteina (Liu et al.,

2015; D’Andrea et al., 2018; Botella-Pavia et al., 2004).

Piruvato +
MEP <« DXP <
l G3P
IPP + DMAPP
Geranilgeranil difosfato
lPSY
Fitoeno
l PDS*
{-caroteno
l ZDS
Licopeno
V ﬁ-cwi
y-caroteno
o-caroteno
l -caroteno
a-caroteno
l Zeaxantina
Luteina T
ABA
Violaxantina

Figura 3.1. Ruta de biosintesis de carotenoides, G3P: gliceraldehido 3-fostato, DXP:
desoxixilulosa 5-fosfato, MEP: Metileritritol 3 — fosfato, IPP: isopentenil difosfato,
DMAPP: dimetilalil difosfato. (D’Andrea et al., 2018; Rosati et al., 2000; Liu et al., 2015).

Los resultados de la expresion genética del gen E8 se muestran en la Figura 3.2, donde el
testigo comercial El Cid y la variedad nativa C-267 presentaron una mayor expresion de este
gen asociado al proceso de maduracion. La expresion de E8 es altamente inducida por el
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etileno en el fruto y por sefiales de la maduracion (Kim et al., 2015). Considerando que una
mayor expresion de este gen esta asociado a un estado de madurez naranja del fruto (D’ Andrea
et al., 2018), es pertinente considerar que los frutos aqui evaluados se cosecharon cuando se
encontraban completamente rojos, de modo que la expresion del gen E8 en algunas variedades
sugiere que sus frutos se encontraban en la transicion de naranja a rojo, mientras que en
variedades como el hibrido experimental O-427xP-445 los frutos se encontraban mas rojos o

finalizando el proceso de maduracion.
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Figura 3.2. Niveles de trascripcion para el gen E8 en frutos de siete variedades nativas
de tomate mexicano, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales. Letras iguales
no tienen diferencias significativas entre variedades (Tukey, 0.05).

El gen de fitoeno desaturasa (PDS) codifica para la formacion de la enzima fitoeno
desaturasa la cual cataliza la reaccion para convertir al fitoeno en {-caroteno, y este compuesto
es trasformado a licopeno por medio de las enzimas (-caroteno desaturasa (ZDS) y la enzima
{ -caroteno isomerasa (ZISO) (Enfissi et al., 2017; Liu et al., 2015). Los niveles de expresion
del gen PDS fueron diferentes entre las variedades estudiadas (Figura 3.3), de las cuales la

nativa M-430 fue la que mayor expresion registro para este gen, seguida de las variedades

locales C-267 y P-257 y del hibrido experimental O-427xP-445; estas tres variedades fueron
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iguales a los hibridos testigo en los niveles de expresion. Es de hacer notar que dos variedades
nativas M-430 y P-257 y el hibrido experimental formado entre dos poblaciones nativas O-
427xP-445 registraron las concentraciones mas altas para licopeno, y todas ellas

estadisticamente superiores a los hibridos comerciales.
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Figura 3.3. Niveles de trascripcion para el gen PDS en frutos de siete variedades nativas
de tomate mexicano, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales. Letras iguales
no tienen diferencias significativas entre variedades (Tukey, 0.05).

El licopeno en los frutos de tomate puede ciclarse por accién de las enzimas e-ciclasas y -
ciclasas (e-LYC, p-LYC) para dar origen a los compuestos a-caroteno y [-caroteno
respectivamente. La accion enzimatica esta regulada por la expresién de los genes ¢-LYC, -
LYCy s-CYC (Pandurangaiah et al., 2016; Llorente et al., 2016). En la Figura 3.4, se muestran
los resultados obtenidos para la expresion del gen e-LYC, en donde se encontraron diferencias
(P < 0.05) entre las variedades evaluadas. Los resultados de e-LYC se clasificaron en tres
grupos de acuerdo con su nivel de expresion. EI Grupo 1 varidé de 0.8 a 0.1, el Grupo 2 de 0.4

a 0.5, y el Grupo 3 de 0.002 a 0.025. Las variedades pertenecientes al G1 (las nativas O-427

y P-257) registraron mayor abundancia de este gen, lo que indica que el licopeno pudo seguir
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la ruta hacia la formacion de luteina el cual segin Yuan et al. (2015) es un compuesto de

importancia nutracéutica con propiedades antioxidantes.
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Figura 3.4. Niveles de trascripcion para el gen &-LYC en frutos siete variedades nativas
de tomate mexicano, un hibrido experimental y dos hibridos comerciales. G1: grupo 1
de0.08a0.1. G2: grupo 2 de 0.04 a 0.05 G3: grupo 3 de 0.002 a 0.025. (LDS-Fisher, 0.05).

Genes de ciclasas. El gen de licopeno B-ciclasa cataliza una reaccion de dos etapas que
conduce a la formacion de B-caroteno. Hay dos tipos de licopeno B-ciclasa; la licopeno B-
ciclasa especifica para el cromoplasto ($-CYC), y la licopeno B-ciclasa especifica para el
cloroplasto (5-LCY) (Pandurangaiah et al., 2016). Los resultados de la expresion del gen S-
LCY (Figura 3.5), muestran diferentes niveles de expresion entre los materiales estudiados,
donde las variedades nativas P-256, M-12 y P-257 fueron las que registraron mayor nivel de
expresion para este gen en comparacion a las demas variedades estudiadas. En cuanto a la

expresion del gen g-CYC (Figura 3.6), las variedades locales C-267, P-445 y M-12 fueron las

que registraron mayor abundancia.
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Figura 3.5. Niveles de trascripcion para el gen B-ciclasa de licopeno especifica para el
cloroplasto (#-LCY) en frutos de siete variedades nativas de tomate mexicano, un hibrido
experimental y dos hibridos comerciales. Letras iguales no tienen diferencias
significativas entre variedades (Tukey, 0.05).
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Figura 3.6. Niveles de trascripcion para el gen B-ciclasa de licopeno especifica para el
cromoplasto (#-CYC) en frutos de siete variedades nativas de tomate mexicano, un
hibrido experimental y dos hibridos comerciales. Letras iguales no tienen diferencias
significativas entre variedades (Tukey, 0.05).

73



Yuan et al. (2015) mencionan que el aumento de la transcripcion de S-LYC conduce a la
conversion de licopeno en S-caroteno, por lo que las variedades que sobresalen en los niveles
de expresion de este gen tienen potencial para sintetizar mas p-caroteno. Debe considerarse
que los niveles de expresion de los genes B-LYC y B-CYC en los materiales estudiados
pudieron verse influenciados por el estado de madurez de los frutos evaluados, que en todos
los casos se procurd que fuera el estado de madurez de consumo. D’Andrea et al. (2018)
mostraron que hay mayores niveles de transcripcion para los genes asociados a la biosintesis
de carotenoides, cuando los frutos estaban en un estado de madurez naranja (47 d después de
antesis).

Ademas de la regulacion genética y hormonal en la acumulacion de carotenoides en los
frutos de tomate, existen otros factores (como la intensidad de luz), que pueden tener
influencia en la maduracidn de los frutos (Llorente et al., 2016). Por su parte, Toledo-Ortiz et
al. (2010) mencionan que los fitocromos (fotorreceptores) localizados en el fruto controlan
diversos aspectos de la maduracion del tomate, incluida la acumulacion de carotenoides. Esto
implica que las diferencias observadas, tanto en los niveles de expresion génica como en los
de acumulacion de carotenoides en los frutos de las variedades evaluadas, se pudieron ver

afectadas por el factor ambiente durante la formacién del fruto.

3.7 CONCLUSIONES
En este estudio se demuestra que hay variedades nativas con amplio potencial para generar
variedades mejoradas con mayores propiedades nutracéuticas, debido a que algunas de ellas
fueron superiores a los hibridos comerciales en contenidos de p-caroteno y a-tocoferol, asi

como en actividad antioxidante. Por ejemplo, la variedad nativa P-257 fue superior a los dos
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hibridos testigo en contenidos de B-caroteno y a-tocoferol, mientras que en capacidad
antioxidante todas las variedades nativas fueron superiores a los hibridos comerciales.

En expresion génica destacan algunas variedades nativas, porque presentaron el mayor nivel
de expresion en los genes evaluados que forman parte del proceso de biosintesis en
carotenoides. Las variedades nativas C-267, M-430 y P-257, y el hibrido experimental O-
427xP-445, mostraron mayores niveles de expresion en el gen de PDS, lo que indica que estas
variedades registran mayor actividad de la ruta de formacién de carotenoides, y se pueden
seleccionar para hacer mejoramiento genético con el fin de incrementar el contenido de
licopeno de los frutos.

Ademas, las variedades nativas C-267, P-445, P-256 y M-12 presentaron mayores niveles
de expresion de los genes S-LYC y S-CYC, por lo que estas variedades nativas pueden ser
fuente de genes para incrementar el contenido de B-caroteno en los frutos de tomate, lo cual
es de interés debido a las deficiencias en la poblacién mundial de Vitamina A.

Debido a las diferencias en el origen de las variedades evaluadas es recomendable hacer
este tipo de evaluaciones en diferentes ambientes y estados de madurez de los frutos, para
observar y cuantificar en qué magnitud la expresion génica y la acumulacion de carotenoides

varian en funcién de estos factores.
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CONCLUSIONES GENERALES

Sin haber sido sometidas al mejoramiento genético formal, las variedades nativas P-256, P-
257 y P-445 fueron iguales en rendimiento a las variedades hibridas comerciales DRD vy El
Cid. En componentes del rendimiento, como numeros de flores y de frutos, las variedades C-
267, 0-427 y M-430 fueron superiores a los hibridos testigo, lo que evidencia su potencial
para ser usadas en produccién o incluidas en programas de mejoramiento genético destinadas
a elevar el rendimiento de fruto.

En las caracteristicas organolépticas todas las variedades nativas, con excepcion de P-256,
registraron un balance deseable entre el contenido de sélidos solubles totales y porcentaje de
acido citrico (acidez), que implica un alto indice de madurez (IM > a 12.5) como se
recomienda en la literatura pertinente, lo cual hace atractivos a sus frutos para el consumo en
fresco.

También se identificaron variedades nativas con concentraciones de compuestos
nutracéuticos superiores a las de los hibridos comerciales. En contenido de licopeno destacd
la variedad M-430, y en cuanto p-caroteno y a-tocoferol la variedad de mayor concentracion
de estos compuestos fue la poblacion nativa P-257.

Los analisis de expresion génica revelaron que hay variedades nativas que poseen mayores
niveles de expresion de genes involucrados en la ruta biosintética de carotenoides. Entre los
altos niveles de expresion para del gen PDS, la variedad M-430 super6 a las demas, mientras
que las variedades O-427 y P-257 destacaron en la expresion de los genes -LYC. Para el gen
S-LYC destacaron las variedades nativas P-256, M-12 y P-257, y en el gen 5-CYC sobresalid
la variedad nativa C-267 por sus mayores niveles expresion. Las variedades locales P-445 y

P-257, ademas sobresalir en las pruebas de niveles de expresion de genes y de acumulacion
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de carotenoides, también presentaron altos rendimiento de fruto (3.93 y 3.94 kg/planta,
respectivamente), y en calidad presentaron caracteristicas sensoriales deseables de alto nivel
como el indice de madurez que fue mayor a 12.5 para ambas.

Se puede concluir que este estudio provee informacion relevante acerca de variedades
nativas de tomate mexicano sobresalientes, lo que permite resaltar la importancia de la
conservacion de estos recursos genéticos, asi como la conveniencia de ampliar su uso tanto
en la agricultura tradicional como en programas de mejoramiento genético que conduzcan a
generar hibridos comerciales mexicanos con mejores caracteristicas nutracéuticas.

Por los resultados registrados, en el hibrido experimental O-427xP-445 (generado mediante
la cruza entre dos poblaciones nativas), se muestra que esta técnica de mejoramiento genético
que aprovecha la heterosis (vigor hibrido) no sélo es adecuada para aumentar el rendimiento
de fruto sino también mejorar caracteristicas de calidad sensorial deseables como en alto
indice de madurez superior a 12.5 y en elevar la firmeza del fruto al nivel de hibridos
comerciales en uso como El Cid. Asimismo, en calidad nutracéutica el hibrido experimental
super6 a los dos hibridos comerciales en actividad antioxidante (Aox) y en los niveles de
expresion del gen ¢-LYC; ademas, fue superior al hibrido DRD en el nivel de expresion del
gen S-CYC.

Si bien es necesario hacer mejoramiento formal de las variedades nativas sobresalientes, tanto
para aumentar el rendimiento como elevar la firmeza y vida postcosecha, los resultados
demuestran que hay variedades nativas que pueden ser directamente utilizadas para
explotacion comercial, y que pueden ser mejoradas aun mas para lograr mayores
caracteristicas de interés agronomico y nutricional mediante la obtencidén de variedades

hibridas mexicanas de tomate.
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