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PRODUCCION DE AUTOINDUCTORES Y BIOPELICULAS MICROBIANAS
Y SU RELACION CON LA CALIDAD Y COMPOSICION QUIMICA DE
JITOMATE (Lycopersicum esculentum Mill) CULTIVADO EN LA REGION DE
AQUIXTLA, PUEBLA

Maria Lorena Luna Guevara, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2011.
RESUMEN

Aquixtla es una de las principales regiones productivas de jitomate en invernadero en el
Estado de Puebla. Sin embargo, existen problemas técnicos y se requieren alternativas
de comercializacion en las cuales se contemplen la calidad e inocuidad del fruto. Con
base a estos dos aspectos, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las relaciones
entre las condiciones ambientales y los sistemas de produccién, sobre la composicion
quimica, parametros de calidad, produccién de autoinductores y formacion de
biopeliculas microbianas sobre jitomate cultivado en invernadero. Se consideraron tres
etapas para el desarrollo de la investigacion, Etapa I: Identificacion y seleccion de los
sistemas de produccidon mds importantes de jitomate en el Municipio de Aquixtla,
Puebla, Etapa II: Determinacion de la variabilidad de componentes quimicos y
microbiota presente en jitomate cultivado bajo un mismo sistema de produccion y
Etapa III: Relacion de las condiciones ambientales con la composicion quimica del
jitomate e interacciones bacteria-fruto. Se seleccionaron como unidades experimentales,
invernaderos hidropdnicos y de fertirrigacion pertenecientes a las localidades La Loma,
Cuautieco, Aquixtla y Tlaltempa, las cuales son representativas por su productividad,
rendimiento y paquete tecnologico utilizado. Las evaluaciones realizadas sobre las
propiedades fisicoquimicas y composicion quimico-funcional de los frutos mostraron
diferencias significativas de acuerdo con el grado de madurez, variedad y sistema de
cultivo utilizado. Los invernaderos presentaron variaciones en sus condiciones
ambientales internas (temperatura, humedad relativa y radiacion fotosintéticamente
activa) que afectaron particularmente los contenidos de los compuestos bioactivos como
licopeno y 4cido ascorbico. Estas condiciones también influyeron sobre el
comportamiento de la microbiota nativa (Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii)
y patdégena (patogrupos de Escherichia coli) presente en el pericarpio de los frutos,
demostrandose que estas bacterias para su garantizar su sobrevivencia producen
autoinductores de tipo acil homoserinlactonas (AHLS) y se adhieren a la superficie por
medio de biopeliculas.

Palabras clave: Lycopersicum esculentum Mill, composicion quimica, fruto,
invernadero, microbiota.
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PRODUCTION OF AUTOINDUCER AND MICROBIAL BIOFILMS AND ITS
RELATION TO THE QUALITY AND CHEMICAL COMPOSITION OF
TOMATO (Lycopersicum esculentum Mill) GROWN IN THE REGION OF

AQUIXTLA, PUEBLA

Maria Lorena Luna Guevara, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2011.

ABSTRACT

Aquixtla is one of the main regions in greenhouse tomato production in the state of
Puebla. However technical problems and marketing need alternatives, which are
provided for the safety and quality of fruit. Based on these two aspects, the present
study aimed to evaluate the relationships between environmental conditions and
production systems on the chemical composition, quality parameters, production of
autoinducers and microbial biofilm formation on tomatoes grown in greenhouses. The
investigation was conducted in three stages, Stage I: Identification and selection of the
most important systems of tomato production in the municipality of Aquixtla, Puebla,
Stage II: Determination of the variability of chemical components and microbiota
present in tomato grown under the same production system and Stage III: Relationship
between environmental conditions and the chemical composition of tomato and
interactions bacteria-fruit. As experimental units, hydroponics and fertirigation
greenhouses were selected from La Loma, Cuautieco, Aquixtla and Tlaltempa
communities, which are representative for their productivity, performance and
techonological package used. The assessments made on the physicochemical properties
and chemical composition of the fruits showed significant differences for the degree of
maturity, variety and cropping system used. The greenhouses showed variations in their
internal environment conditions (temperature, relative humidity and photosynthetically
active radiation), particulary affecting the contents of bioactive compounds such as
lycopene and ascorbic acid. These environmental conditions also influenced the
behavior of the native (Enterobacter cloacae and Citrobacter freundii) and pathogenic
(Escherichia coli pathogroups) microbiota present on the pericarp of the fruit, showing
that these bacteria produce acyl homoserinlactone autoinducers (AHLS) and adhere to
the surface through biofilms, to ensure its survival.

Keywords: Lycopersicum esculentum Mill, chemical composition, fruit, greenhouse,
microbiota
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I. INTRODUCCION GENERAL

La mitad de la produccion mundial de hortalizas la constituyen principalmente la papa y
el jitomate, lo cual refleja la importancia que tienen estos cultivos para la seguridad
alimentaria de cualquier pais en el mundo (FAOSTAT, 2006). México ocupa el décimo
lugar a nivel mundial como productor de jitomate y segundo como comercializador del
producto (Sandoval, 2008). Asimismo la produccion de jitomate en México en las
ultimas décadas se ha incrementado notablemente debido a las nuevas tendencias de
consumo por hortalizas que se reconocen por su atractivo sensorial, frescura, facilidad
de preparacion y un reconocimiento creciente de los beneficios a la salud (Raffo ef al.,
2006).

En el Estado de Puebla en afios recientes se ha promovido el cultivo de jitomate en
invernadero como una alternativa de Desarrollo Agricola en los Municipios de Tetela de
Ocampo, Aquixtla, Zacatlan e Itacamaxtitlan (SAGARPA, 2007). Especificamente el
municipio de Aquixtla cuenta con una superficie cultivada de jitomate en invernadero
de aproximadamente 19 ha con un total de 80 productores, quienes utilizan como
principales sistemas de produccion la hidroponia y la fertirrigacion (Diagndstico
Agricola Regional, 2007), lo anterior justifica la rentabilidad de este cultivo en el
Municipio. Sin embargo aunque la produccion de jitomate se viene desarrollando bajo
condiciones controladas, se requieren propuestas que permitan introducir los frutos en
mercados con mayor valor, con base en la diferenciacion de productos de alta calidad y
sanidad, para lo cual se tiene dar cumplimiento con los atributos de calidad,
composicion quimico-funcional y especificaciones de inocuidad (Pacheco, 2005).

Los atributos de calidad estan determinados por las propiedades fisico-quimicas como
son el pH, contenido de solidos solubles totales (°Brix) y acidos organicos (acidez
titulable), ademés de los pardmetros externos como firmeza y color los cuales son
requeridos para la comercializacion y eleccion del fruto por parte del consumidor
(Kader et al., 1977).

La composicion del jitomate se reconoce ser la principal fuente de licopeno, el tercer
contribuidor de vitamina C, cuarta fuente de vitamina A, flavonoides, potasio y otros
constituyentes como proteinas y fibra dietética (Leonardi et al., 2000; Willcox et al.,
2003). Algunos de estos compuestos son considerados como ‘“bioactivos”, cuyas
propiedades “antioxidantes” se encuentran asociadas con la prevencion de
enfermedades de tipo carcinogénicos y cardiovasculares (Juroszek et al., 2009).

Asociados a los atributos de composicion quimico-funcional se encuentran las
especificaciones relacionadas con la inocuidad del fruto, las cuales dependen de la
interaccion de varios factores como son las condiciones ambientales, practicas de
cultivo, procesos post cosecha, quienes determinan la sobrevivencia de ciertas
poblaciones microbianas. (Tauxe et al., 1997; Orozco et al., 2008).

Entre los géneros de la familia Enterobacteriacacae identificadas con mayor frecuencia
en jitomate se encuentran Enterobacter (E. aerogenes, E. cloacae y E. agglomerans),
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Klebsiella terrigena, y ciertos patogenos tales como Listeria monocytogenes,
Escherichia coli y Salmonella, los cuales se relacionan con multiples brotes de
enfermedades gastrointestinales (Escartin, 2002; Beuchat, 2002; Harris et al., 2003;
Smith y Fratamico, 2005; Orozco et al., 2008; Berger et al., 2010).

Segun Archer, (1996) y Smith et al. (2004) la sobrevivencia y virulencia de la flora
patdgena y deteriorativa depende de la expresion de ciertos genes en respuesta a las
condiciones del ambiente que las rodea. El proceso que regula esta expresion es
conocido como Quorum Sensing (QS) el cual depende de la sintesis y reconocimiento
de sefiales quimicas conocida como autoinductores (Smith et al., 2004). En los
vegetales crudos se considera que la capacidad de los microorganismos para colonizar,
internalizar o adherirse a la superficie o bien mantenerse en comunicacion con la flora
nativa dependen del QS. El QS también contribuye a que las bacterias sobrevivan
frente a los cambios de las condiciones ambientales mediante la formacion de
biopeliculas, Lu et al. (2005) reportan la relacion entre las moléculas autoinductoras y la
formacion de biopeliculas bacterianas en jitomate. Entre las moléculas autoinductoras
(Al) utilizadas por las bacterias Gram negativas se encuentran las acetil homeserin
lactonas (AHLS) y las furanosilborato diester consideradas como autoinductor 1 (AI-1)
y autoinductor 2 (AI-2), respectivamente (Surette y Bassler, 1998; Smith et al., 2004).
La sintesis del Al-1 depende de la proteina LuxM y AI-2 depende de Lux S (Lu ef al.,
2005). La produccion de Al permite la comunicacion entre bacterias de una misma
especie o entre diferentes especies (Cloak et al., 2002).

Conociendo el funcionamiento del QS sobre la ecologia microbiana se pueden
desarrollar propuestas que impacten sobre las sefiales de comunicacién o Al y por lo
tanto alterar los mecanismos de patogenicidad microbiana, como es la formacion de
biopeliculas sobre las superficies de los alimentos.

Por lo que la presente investigacion enfocod su objetivo general a estudiar cémo las
condiciones ambientales prevalecientes en los sistemas de cultivo de jitomate, influyen
en la composicion quimica, produccion de autoinductores y formacion de biopeliculas,
generados por la poblaciéon microbiologica presente sobre la superficie del fruto. A
partir de la informacion generada se podran proponer alternativas de cultivo que
prevengan la produccion y formacion de autoinductores y biopeliculas en el fruto y
con ello mejorar la calidad en la produccion de jitomate en invernadero en el Estado de
Puebla.

La investigacion esta conformada por siete capitulos, los Capitulos I y II consisten en
una revision bibliografica en la que se abordan los factores de crecimiento y
sobrevivencia de la microbiota presente en vegetales crudos, asi como la importancia de
los compuestos antioxidantes en jitomate. Los capitulos restantes son presentados bajo
formato de articulo, el primer articulo corresponde al Capitulo III que consistid en
identificar y seleccionar los sistemas de produccion de la region de estudio. En los
Capitulos IV y V, se concentran los resultados de los estudios sobre de la variacion en la
composiciéon quimica y microbiota presente en frutos cultivados bajoel sistema de



produccion con fertirrigacion. En el Capitulo VI se presentan los resultados acerca de
los efectos de las condiciones ambientales prevalecientes en los invernaderos sobre el
comportamiento de la microbiota nativa y patdogena aislada en fruto. En el Capitulo VII
se estudio la influencia de los pardmetros ambientales sobre la composicion quimica y
atributos de calidad en frutos cultivados en diferentes sistemas de produccion.

En funcion de las expectativas y problematicas identificadas en la region de estudio y de
los resultados obtenidos en la presente investigacion, se propuso una Estrategia de
Desarrollo considerando tres ejes principales: Comercializacion, Produccion y
Procesamiento del fruto. En la parte final del documento se establecen las conclusiones
generales y recomendaciones para futuros trabajos de investigacion.



1.1 JUSTIFICACION

Evidencias epidemiolédgicas actuales muestran un incremento en las enfermedades tipo
carcinogénicas y cardiovasculares a nivel mundial (Ramandeep et al., 2005), lo cual
justifica el consumo regular de vegetales y frutas debido a su potencial alimenticio que
se asocia con el contenido de vitaminas y compuestos conocidos como “‘antioxidantes”
(Ortega et al., 2004; Brecht et al., 2004). El jitomate o tomate es considerado como una
de las principales fuentes de antioxidantes por su contenido de licopeno, vitaminas C y
A y flavonoides (Willcox et al., 2003). Aparte de estas propiedades el jitomate es
considerado mundialmente como uno de los principales ingredientes en las diversas
culturas gastrondémicas de ahi que su consumo se produzca durante todo el afo.

Meéxico es un importante exportador de jitomate para el mercado fresco, se calcula que
las exportaciones actuales de jitomate cultivado en invernadero representan un volumen
de 130mil ton, cuyo valor es aproximadamente de 200 millones de ddlares (Productores
de hortalizas, 2002) lo cual confirma la rentabilidad del cultivo de jitomate. En el estado
de Puebla la produccion de jitomate se ha venido impulsando en los municipios de la
Sierra Norte entre ellos se encuentra la region de Aquixtla. Actualmente los productores
de jitomate de Aquixtla estan buscando colocar sus productos en nuevos mercados que
les permita una mayor estabilidad de precios, para lo cual se requiere cumplir con las
exigencias de calidad e inocuidad en los frutos. Los pardmetros de calidad estan
relacionados con la composicion quimica y las propiedades fisico-quimicas de los
frutos, mientras que las especificaciones de inocuidad estan asociadas con la presencia
de ciertos patdgenos capaces de adherirse e internalizarse para sobrevivir en los
alimentos.

La contaminacion de vegetales crudos representa un riesgo serio para contraer
enfermedades de origen alimentario (Beuchat, 2002 ) Entre estos padecimientos se
encuentran los brotes asociados por el consumo de productos frescos como el jitomate
con Salmonella enterica serovar Enteritidis y Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) serotipo 0157:H7, ambos patogenos son capaces de colonizar el intestino y
causar sindromes diarreicos o en nifos propiciar el sindrome hemolitico-urémico
(Torres et al., 2005). Mientras que en México a partir de 1991, los serotipos S.
Enteritidis y S. Typhimurium junto con el patogrupo enterotoxigénico de E. coli han
sido los mas incidentes (Cortés et al., 2002; Mancera et al., 2005). En los dos tipos de
microorganismos su sobrevivencia esta asociada con la adherencia y la formacion de
biopeliculas en alimentos (Iturriaga et al., 2007). De ahi la importancia de incrementar
los estudios que permitan conocer los procesos de adhesion y desarrollo de biopeliculas
bacterianas, sobre la superficie de frutas y vegetales, como el jitomate.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El jitomate es una de las especies vegetales comestibles mas extendida mundialmente
debido a la aceptacion que tiene en las diversas culturas del mundo, ademas se
evidencia por ser el segundo producto horticola de consumo mundial. Durante el 2007
la produccion de Lycopersicum esculentum Mill, alcanzé 2.2 millones de toneladas (ton)
en nuestro pais, de donde 17,523 ton fueron aportadas por el estado de Puebla (INEGI,
2008). En afios recientes, se ha registrado un crecimiento gradual en el establecimiento
de invernaderos para el cultivo de jitomate en los Municipios de Tetela de Ocampo,
Aquixtla, Zacatlan e Ixtacamaxtitlan (SAGARPA, 2008). La utilizacion de invernaderos
en estas regiones se esta convirtiendo en una alternativa productiva importante, que
permite introducir cultivos mas rentables y controlar una serie de factores ecologicos y
ambientales que limitan la produccion de otros productos agricolas (SAGARPA, 2007).
Por tal motivo la presente investigacion tiene contemplada como regioén de estudio al
Municipio de Aquixtla, situada en la parte noroeste del estado de Puebla. El cual cuenta
con una superficie cultivada de jitomate en invernadero aproximadamente de 19 ha con
un total de 80 productores, donde algunas de las localidades representativas son: La
Loma, Cuautieco, Atlomulco, Aquixtla y Tlaltempa. Los dos sistemas de produccion de
jitomate en invernadero corresponden a la hidroponia y fertiirrigacion, siendo este
ultimo el mas utilizado por los productores. Los sistemas de produccion difieren entre
comunidades de acuerdo con las condiciones de manejo, rendimiento, variedades y
ciclos de cultivo. Otra variante es que en la region de estudio existe la necesidad de
conseguir alternativas de comercializacion que permitan garantizar la venta del producto
a través de un valor “agregado” que se relacione con el cumplimiento de las exigencias
mundiales de calidad, presentacion y certificacion de contenido (Pacheco, 2005).

Uno factor fundamental que debe ser considerado para la busquedas de nuevos
mercados en productos frescos como el jitomate es la inocuidad, segin la OMS y FAO,
(2005) es el asunto de mayor prioridad para consumidores, productores y gobiernos. Lo
anterior debido a que las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’S), se
encuentran entre las principales causas de muerte en America Latina; en México durante
el quinquenio del 1997-2002 se presentaron 461 brotes con 9889 afectados y un total de
41 fallecidos, representando un grave problema de salud publica.

Por estas razones, surgid el planteamiento de la presente investigacion a fin de crear
propuestas que identifiquen los atributos de calidad fitoquimica del jitomate;
considerando los diferentes ambientes, grados de madurez del fruto, cultivares y
condiciones de cultivo en invernadero. De la misma forma, se requieren identificar
aquellas condiciones que pudieran promover el crecimiento de cierta microbiota (nativa
y patdgena) presente en el jitomate, capaz de producir moléculas autoinductoras (Al)
participes del proceso conocido como “Quorum Sensing” y formadoras de biopeliculas
sobre la superficie del fruto. Los hallazgos obtenidos pueden ser utilizados para plantear
acciones estratégicas que impidan la contaminacion del jitomate ya sea durante su



desarrollo o bien en su cosecha en relacion con las condiciones ambientales presentes en
el invernadero, que de alguna forma favorezcan la colonizacion del fruto.

De ahi que para el planteamiento del problema de la presente investigacion, se requiere
formular la siguiente pregunta:

(Existe relacion entre las condiciones ambientales de los sistemas de produccién y la
composicion quimica, asi como en la producciéon de autoinductores y desarrollo de
biopeliculas a partir de la microbiota presente en el fruto de jitomate?

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS GENERAL

Las condiciones ambientales prevalecientes en los sistemas de produccion de jitomate
en invernadero afectan la composicion quimico-funcional y parametros de calidad del
fruto, asimismo determinan la presencia de cierta microbiota nativa y patdogena capaz
de producir autoinductores y formar biopeliculas sobre la superficie del fruto.

2.1.2 HIPOTESIS PARTICULARES

e Las condiciones ambientales como temperatura, humedad relativa y radiacion
fotosintéticamente activa junto con las condiciones de manejo del cultivo:
hidroponia y fertirrigacion, afectan la composicion quimica (contenidos de
azucares totales, licopeno, carotenoides totales, clorofila y acido ascorbico) y
parametros de calidad (color, firmeza, pH, acidez titulable) de jitomate
producido en invernadero.

e El comportamiento de la microbiota nativa y patégena presente capaz de
producir moléculas autoinductoras y formar biopeliculas sobre la superficie del
fruto, depende de las condiciones de temperatura y humedad relativa
prevalecientes en los sistemas de produccion.

e Las interacciones microbianas presentes en la superficie del fruto alteran los
parametros de calidad como color y firmeza, de acuerdo con determinadas
condiciones post cosecha como temperatura y humedad relativa.



2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las relaciones entre las condiciones ambientales y sistema de produccion sobre
la composicién quimica, parametros de calidad, produccion de autoinductores y
formacion de biopeliculas microbianas, en jitomate cultivado en invernadero en la
region de Aquixtla, Puebla.

2.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar y seleccionar los sistemas de produccion de jitomate en invernadero
de acuerdo con las localidades mas representativas en el Municipio de Aquixtla,
Puebla.

e Evaluar la variacion de los pardmetros de calidad y componentes bioactivos del
fruto de jitomate con diferentes grados de madurez y colectados en distintas
secciones de un mismo invernadero.

e Identificar la diversidad de las enterobacterias presentes en suelo y jitomate
pertenecientes a invernaderos con fertiirrigacion y su relacion con la
composicion quimica.

e Determinar los comportamientos de la microbiota nativa y enteropatdogena del
fruto, en poblaciones individuales y mixtas expuestas a diferentes condiciones
de temperatura (T) y humedad relativa (HR).

e Relacionar las condiciones de crecimiento con los cambios en las propiedades
fisicas (color y firmeza) de los frutos inoculados, produccion de autoinductores
y formacion de biopeliculas con estadios pre cosecha.

e Determinar la variaciéon en el contenido de componentes quimicos (licopeno,
azucares solubles y acido ascorbico) y parametros de calidad (peso fresco, pH,
°Brix, acidez titulable, color (a* b* y L) y firmeza del fruto) en jitomate
cultivado en diferentes sistemas de produccion y estadios de maduracion.



III. METODOLOGIA GENERAL

La metodologia utilizada en esta investigacion se desarrolld en tres etapas: Etapa I:
Identificacion y seleccion de los sistemas de produccion mas importantes de jitomate en
el Municipio de Aquixtla, Puebla, Etapa II: Determinacion de la variabilidad de
componentes quimicos y microbiota presente en jitomate cultivado bajo un mismo

sistemas de produccion y Etapa III: Relacion de las condiciones ambientales con la

composicion quimica del jitomate e interacciones bacteria-fruto. Los procedimientos de
cada una estas etapas se detallan en los capitulos correspondientes, como se presenta en

la Figura 3.1.

4 )
Etapa 1

Identificacion y
seleccion de los
sistemas de
produccion mas
importantes de
jitomate en el
Municipio de
Aquixtla, Puebla

Etapa II.

Determinacion de la
variabilidad de
componentes quimicos y
microbiota presente en
jitomate cultivado bajo
un mismo sistemas de

Diagnostico de los sistemas agricolas de produccion y seleccion de cuatro localidades:
Aquixtla, Cuautieco, La Loma y Tlaltempa.

(CAPITULO III)

~

Analisis de la variacion de los parametros de calidad y componentes bioactivos del fruto

de jitomate, con diferentes grados de madurez y secciones de colecta en cuatro
invernaderos del Municipio de Aquixtla, Puebla.

(CAPITULO 1V)

Analisis de la diversidad de bacterias enteropatogenas presentes en suelo y jitomatescon
diferentes grados de madurez y su relacion con la composicion quimica de los frutos.

(CAPITULO V)

Relacion de las
condiciones ambientales
con la composicion
quimica del jitomate e
interacciones bacteria —
fruto..

. y,

produccion.
Variabilidad de la composicion quimica
s ™\ |del fruto considerando diferentes grados de
madurez, cultivares, condiciones
Etapa III ambientales y tipos de invernaderos .

(CAPITULO VII)

Parametros de calidad:

pH, °Brix, color, acidez titulable,
azlcares totales

Contenido de antioxidantes
Licopeno, carotenoides totales,

clorofila total, acido ascorbico

Comportamientos de bacterias de la
microbiota nativa (E. cloacae y C. freundii ) y
patogena (Patogrupos de E. coli) frente a
diferentes condiciones de temperatura y
humedad relativa .

(CAPITULO VI)

Cambios en las propiedades fisicas
(pH, color y firmeza) de los frutos
inoculados

Produccion de moléculas
autoinductoras (AI-1) y formacion de
biopeliculas sobre la superficie de
frutos inoculados

Figura 3.1. Diagrama General de la metodologia utilizada en la investigacion
incluyendo las etapas y capitulos correspondientes.




Etapa I: Identificacion y seleccion de los sistemas de produccion mas importantes
de jitomate en el Municipio de Aquixtla, Puebla:

Para el desarrollo de esta etapa se realizo un diagndstico tipo sistémico que consistio en
tres fases: seleccion del area de estudio, diagnostico e integracion y sistematizacion de
la informacion, las cuales se detallan en el Capitulo III. En la Figura 3.2 se esquematiza
la secuencia del diagnostico, en la primera fase se considerd la revision de fuentes de
informacion secundaria y entrevistas con informantes clave, en la segunda fase se
utilizaron diferentes técnicas como recorridos de campo, talleres participativos y
encuestas con productores y finalmente en la tercera fase se realiz6 el andlisis de la
informacion obtenida.

Primerg Fase:
Seleccion del Area de Estudio

Segunda Fase: Diagnostico

! /A v Observaciones directas Entrevistas con informantes clave
y talleres participativos con productores

LN recorridos de campo

Revision de fuentes de informacion
secundaria: Diagnosticos , Plan de Desarrollo
y Anuarios

Tercera Fase:
Analisis de la informacion

Seleccion de los sistemas de produccion de hidroponia '
fertirrigacion pertenecientes a las localidades de Cuautieco, Aquixtla, Tlaltempa y La Loma,
las cuales son representativas en el Municipio de Aquixtla, Puebla

Figura 3.2. Procedimiento de la Etapa I correspondiente a las Fases del Diagnostico
Sistémico realizado en el Municipio de Aquixtla, Puebla, para identificar y seleccionar
los sistemas de produccion de jitomate en invernadero.

Etapa II. Determinacion de la variabilidad de componentes quimicos y microbiota
presente en jitomate, cultivado en sistemas de fertiirrigacion.

En la Figura 3.3 se presentan las sub-etapas consideradas para determinar la variacion
de la composicion quimica y diversidad de la microbiota presente en frutos y suelo,
mismos que fueron muestreados en cuatro invernaderos de fertirrigacion de las
localidades La Loma, Aquixtla, Cuautieco y Tlaltempa, en el Municipio de Aquixtla,
Puebla.



Anilisis en la variacion de los
parametros de calidad y
componentes bioactivos

Composicion quimica: Clorofila A, Clorofila B, Carotenoides

Prop. Fisicas del fruto: pH, Totales, Licopeno, Aziicares Totales

°Bx y Ac. Titulable
y Firmeza

Anilisis de la diversidad de
bacterias enteropatogenas
presentes en fruto

Sembrar e
: Mc Conkey, SS, VB, y XLD
por extension de superficie.
4 Invernaderos (La Loma, Aquixtla,
Cuautieco y Tlaltempa) 3 sitios
dentro del invernadero E,CyPy
3 Grados de madurez 0%,
50%y 100%

Seleccion de colonias para
Pruebas
Bioquimicas:
itrato, MIO, LIA, TSI, VP, RM

Confirmacion Vitek ,
Pruebas serologicas y PCR

Figura 3.3. Procedimientos de la Etapa II considerando el analisis en la variacion de los
parametros de calidad, componentes bioactivos y diversidad bacteriana presentes en
frutos colectados en diferentes sitios entrada (E), centro (C) y parte posterior (P) de
invernaderos de fertiirrigacion.

2.1 Muestreos de suelo y frutos. Las muestras de suelo y frutos se obtuvieron a partir
de un muestreo completamente al azar considerando tres repeticiones y tres secciones
diferentes de cada invernadero: entrada (E), centro (C) y parte posterior (P). Se
obtuvieron muestras compuestas de suelo y de frutos de acuerdo con los estados de
madurez: 0%, 50% y 100%, considerando la carta de color de la USDA,
correspondiente a la siguiente evaluacion visual de color: 0% (verde maduro), 50%
(rosado) y 100% (rojo claro). Las variedades y tipos de jitomate que se colectaron en
cada comunidad, fueron: “Reserva” tipo saladette en La Loma y Aquixtla, “Charleston”
tipo bola en Cuautieco y “7705” tipo saladette en Tlaltempa.
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2.2 Analisis de parametros de calidad y componentes bioactivos del fruto de

jitomate:

En este primer muestreo los parametros de calidad analizados en fruto fueron pH, °Brix
(solidos solubles totales) y acidez titulable y los componentes quimicos evaluados
fueron azucares totales, acido ascorbico total, licopeno, clorofila y carotenoides totales.

Los protocolos de andlisis utilizados en esta parte de la investigacion se detallan en el
capitulo IV, de manera esquematica en las Figuras 3.4 y 3.5 se resumen algunas de las

técnicas empleadas.

1g de tejido jitomate + SmL de etanol al
80%

B

t

100 mg de tejido + ImL Acido PercloricolM
Centrifugar 5000rpm/20min/4°C

Colocar las muestras. Bafio Maria a 70°C
por 5-10 minutos (realizar 3 lavados)

.

Secar el extracto al vacio a 60°C y re
suspender en 1mL de agua destilada.

500 pL del sobrenadante y se le adicionan
100 uL de BFNa pH 7.6 (Ajustar pH 4-5) y
centrifugar 5000rpm/20min/4°C)

|

-

Mezclar 600 pL del re-suspendido con 3mL
del reactivo de antrona y enfriar en hielo
durante 5 minutos.

100 pL sobrenadante + 140 ul de BFNa pH
7.6+ 10 ul de DTT

| |

(=

250 pl y se toman 200 pl + 800 ul BFNa con
pH 5.6. Incubar a T amb por 30min.

ebullicion e incubar durante 10 minutos

Transferir las muestras a bafio maria con T de

|

(=

1000 pL para la lectura del acido ascorbico
total +20 ul de enzima ascorbato oxidasa

Leer absorbancia a 625nm teniendo como
blanco agua destilada

|

Lecturas de Absorbancia a 265nm cada Smin,
hasta la saturacion de la reaccion.

Figura 3.4. Procedimientos para la determinaciéon de los componentes quimicos
presentes en jitomate. A) Procedimiento para la determinacion de azlicares totales por el
método espectrofotométrico de Antrona. B) Procedimiento para la determinacion de
Acido Ascérbico Total por método enzimatico ascorbato oxidasa.




Pesar 1g de muestra +5mL de Acetona Pesar 1g de Jitomate + ImL de Agua
Destilada

Moler con arena de mar + CaCO; U

Pesar 0.4 a 0.6g pur¢ 5ml BHT 0.05% +
1 3ml etanol + 3mL de agua desionizada.

Agregar 10mL de hexano

Centrifugar a 3000-3500rpm/10min a 4°C U

Agitar a 180 rpm por 15min y dejar
en reposo durante 5 minutos en cama

Medir Absorbancia a 645nm para clorofila “a”, a de hielo

662nm para clorofila “b” y a 470 nm para
carotenoides totales

A4

Tomar sobrenadante y leer
Absorbancia a 503nm

Figura 3.5. Procedimientos para el analisis de pigmentos y componentes bioactivos del
fruto de jitomate. A) Procedimiento para la determinacion de clorofila “a”, clorofila “6”
y carotenoides totales. B) Procedimiento para la determinacion de licopeno.

2.3 Analisis de la diversidad de bacterias enteropatégenas presentes en suelo y
jitomates con diferentes grados de madurez y su relacion con la composicion
quimica de los frutos.

En este apartado se evaluaron los contenidos de materia orgédnica e identificé la
microbiota presente en 12 muestras compuestas de suelo provenientes de la entrada,
centro y parte de posterior de tres invernaderos de fertirrigacion, pertenecientes a las
localidades de Cuautieco, Aquixtla y La Loma (Figura 3.6). De manera similar se
analizd la microbiota de 162 frutos de jitomate colectados en las mismas secciones de
muestreo y considerando tres estadios de madurez: 0%, 50% y 100%. Se determinaron
los contenidos de azucares totales, acido ascorbico y licopeno a partir de frutos que
presentasen los grados de madurez antes mencionados.

A partir de la microbiota aislada e identificada en suelo y fruto se calcularon los indices
de diversidad de Simpson (D) y Shannon-Wiener (H"), ademds del estimador de
Chao(Schao1)- La metodologia considerada en esta seccion se detalla en el capitulo V de
esta tesis.
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Muestras compuestas de suelo
pertenecientes a la entrada (E), centro (C) y

Contenido de

i i Materia
parte posterior (?) c-le 3 '1,nvernader0s de ‘ Orgénica
fertirrigacion (%M.O.)

1

Homogenizar: 25gr de Muestra + 250 mL
de caldo lactosado ajustar a pH 6.5

|

Sembrar en medios selectivos para
enterobacterias: Mac Conkey, SS, VB, y
XLD por extension de superficie y

seleccion de morfologias coloniales

1 ]

Identificacion de microbiota mediante
Pruebas Bioquimicas: Citrato, MIO, LIA,
TSI, VP, RM y confirmaciéon mediante
pruebas Vitek

| |

Determinacion de los indices de
diversidad Simpson (D), Shannon-
Wiener (H") y estimador de
Chao(SChaol).

Figura 3.6. Analisis de la microbiota y contenido de materia organica de muestras
compuestas de suelo pertenecientes a invernaderos de fertirrigacion.

Etapa III. Relacion de las condiciones ambientales con la composicion quimica del
jitomate e interacciones bacteria —frutos.

En esta fase se evalu6 el efecto de las condiciones ambientales: radiacion
fotosintéticamente activa (RFA), temperatura (T) y humedad relativa (%HR) sobre la
composicion quimica del jitomate y especificamente la T y la HR se relacionaron con el
comportamiento de la microbiota presente sobre la superficie del fruto (Figura 3.7).
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Parametros
de calidad

Caracteristicas externas: Color y firmeza e

internas: pH, °Bx, acidez titulable, aztcares tota Composicién de compuestos

, bioactivos acido ascérbico,
Material Vegetal licopeno, clorofila y carotenoides
GM: M50%, MF totales. Diferentes GM, variedad y

ictemaq de nroducecidn

~

Monitoreo de las

Propiedades .

fisicas: firmeza y
color de frutos

cond ambientales Inoculacion de Microambientes de
(T.HR v RFA) frtae incubacion (T y%HR)

Preparacion de muestras para las
determinacion de biopeliculas Deteccion del Al-1 (AHLS)

Figura 3.7. Procedimientos de la Etapa III en la que se relacionan las condiciones
ambientales con los pardmetros de calidad, composicion quimica y microbiota presentes
en frutos de jitomate. GM: Grado de Madurez, M50%: Madurez 50%, MF: Madurez
Fisiolégica, MC: Madurez de Consumo, T: Temperatura, HR: Humedad Relativa, RFA:
Radiacion Fotosintéticamente Activa, Al: Autoinductor.

3.1 Relacion de las condiciones ambientales y las interacciones bacteria—fruto.

3.1.1 Material vegetal e inoculacion. Los frutos utilizados en este apartado de la
metodologia correspondieron a la variedad “Reserva” tipo saladette considerando los
grados de madurez M50%, MF y MC.

Los frutos fueron inoculados con las cepas patdogenas E.coli enterohemorragica (EHEC),
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y dos cepas nativas de jitomate: Enterobacter
cloacae 'y Citrobacter freundii.
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3.1.2 Recuento bacteriano. Se evaluaron los comportamientos microbianos
individuales y en poblaciones mixtas de las bacterias inoculadas considerando como
condiciones de incubacion 60 y 85% de humedad relativa con temperaturas de 22 y
40°C, respectivamente. Para el recuento de los microorganismos los frutos fueron
removidos de los contenedores después de 0, 1, 3, 5y 7 dias de almacenamiento.

3.1.3 Determinacion de Propiedades Fisicas de frutos inoculados. Paralelamente a
las mediciones del crecimiento microbiano se determinaron las propiedades
fisicoquimicas de los frutos inoculados como color, firmeza, pH y °Brix para establecer
las relaciones en los cambios de apariencia bajo las diferentes condiciones ambientales
de T y HR. Los procedimientos para determinar dichos parametros se detallan en los
Capitulos IV y VIL

3.1.4 Deteccion del Autoinductor I: Lactonas de Acil Homoserina (AHLS). Para
evaluar la produccion de las AHLS se utilizaron bioensayos cuyos procedimientos de
extraccion y deteccion de la induccién en la actividad de expresion de la [-
galactosidasa, se detallan en el Capitulo VI y Figura 3.8.

5g de fruto inoculado + 50mL de Agua Crecimiento del microorganismo reportero
Peptonada. A. tumefaciens NTL4 (pCF218) (pCF372)
en medio AT a 30°C/18h
1 1
: 1 , <= _
Realizar tres lavados seriados de la Centrifugar 12,000xg/10min, colectar
dilucién anterior con 10 mL de acetato sedimentos y re suspender en 5 mL de
de etilo y filtrar buffer KH,PO, (100 mM, pH 7.4).
[ | [ ]
o, ; >
Evaporar con nitrégeno de alta pureza Sonicar tres veces por 30 seg y volver a
hasta su totalidad y re suspender con 1 centrifugar 4°C por 30 min
mL de buffer KH,PO, 20 mM, pH 7.0
-
B 1L
Extractos de AHL{/IISO uL) 1N
Lisado libre de células del microorganismo
\,%9/ reportero (50uL)

Deteccion de la induccion en la actividad de
expresion de la f-galactosidasa por medio de
bioensayos, midiendo la Absorbancia a 635 nm

Figura 3.8. Procedimiento para la deteccion del autoinductor I: Acil Homoserina
Lactonas (AHLS), mediante bioensayos en la deteccion de la induccion en la actividad
de expresion de la B-galactosidasa.

3.1.5 Preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido y
exanimacion de biopeliculas. Las muestras de pericarpio fueron preparadas para su
observacion mediante microscopia electronica de barrido considerando los tiempos 0, 3
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y 7 dias y dos condiciones de almacenamiento (22°C/60%HR y 40°C/85HR). En el
capitulo VI y Figura 3.9 se especifica de manera mas extensa el procedimiento utilizado
en este apartado.

Secciones de pericarpio de jitomate de 5x5x Imm, fijadas
con glutaraldehido al 2.5%

L

Tres lavados seriados con amortiguador de fosfatos y
deshidratacion con etanol (30 al 100%)

L

Secado del tejido a punto critico y recubrimiento con oro

1y

Observacion en Microscopio Electronico de Barrido

Figura 3.9. Procedimiento a seguir en la preparacion de muestras para microscopia
electrénica de barrido y exanimacion de biopeliculas.

3.2 Variabilidad de la composicion quimica del fruto considerando diferentes
grados de madurez, variedades, condiciones ambientales y tipos de invernaderos.

3.2.1 Material vegetal. Las variedades evaluadas fueron Reserva, Charleston, 7705 y
La Joya en tres grados de madurez: madurez del 50% (M50%), fisiologica (MF) y de
consumo (MC). Los criterios para seleccionar los grados de madurez fueron
establecidos nuevamente de acuerdo con el marcaje de las plantas en etapa de floracion
y considerando la carta de color de la USDA (United States Department of Agriculture).

3.2.2 Monitoreo de condiciones ambientales. Se monitorearon y registraron como
variables climaticas la temperatura (°C), radiacion fotosintéticamente activa (RFA) y
humedad relativa (%HR) recibidas en el interior de cada invernadero. Se relacionaron
los valores medio, moda y méaximo de cada condicion ambiental con los resultados
obtenidos en la composicion quimica de los frutos.
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Se seleccionaron los registros de las condiciones ambientales pertenecientes a los
ultimos 12 dias pre-cosecha necesarios para alcanzar los diferentes grados de madurez
del fruto.

3.2.3 Parametros de calidad. Las determinaciones de estos parametros incluyeron las
caracteristicas internas: pH, so6lidos solubles totales-°Brix y acidez titulable (AT) y
caracteristicas externas como color y firmeza de los frutos.

3.2.4 Composicion quimica de los frutos: Se analizaron los contenidos de los
compuestos bioactivos: licopeno, acido ascorbico, clorofila y carotenoides totales,
considerando los tres grados de madurez (M50%, MF y MC) de los frutos.

Las metodologias propuestas para determinar los parametros de calidad y los contenidos

de los compuestos bioactivos se describen mds detalladamente en los capitulos IV y
VIIL.

Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos en las Etapas II y III se analizaron con el paquete estadistico
Statistical Analysis System (SAS), version 6.12 (SAS Institute, 1988). Se utilizaron
analisis de varianza (ANOVA) considerando un nivel de significancia o = 0.05 para
evaluar los efectos de los tratamientos (condiciones ambientales, grado de madurez,
sistema de produccion y variedades) sobre los parametros de calidad, composicién de
compuestos bioactivos e indices de induccion. Adicionalmente se realizaron analisis de
comparacion de medias de acuerdo con la prueba de Tukey, para determinar las
diferencias significativas entre los valores medios de las variables respuesta y
coeficientes de correlacion de Pearson para relacionar los parametros evaluados. Cabe
mencionar que en cada capitulo que conforman las etapas de esta investigacion se
detallan los tratamientos, disefios experimentales utilizados y variables de respuesta
analizadas.
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IV. CAPITULO1

INCIDENCIA, FACTORES DE CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA DE LA
MICROFLORA PRESENTE EN VEGETALES CRUDOS:

INCIDENCE, GROWTH AND SURVIVAL FACTORS OF THE FRESH PRODUCE
MICROFLORA:

INTRODUCCION

En afios recientes el consumo de vegetales crudos se ha incrementado notablemente
debido a sus multiples propiedades nutricionales y funcionales (Liu, 2003). Sin embargo
aunado a esta demanda de consumo se encuentran los riesgos sanitarios relacionados
con su ingesta, los cuales se asocian a un gran numero de padecimientos
gastrointestinales (Beuchat, 2002). Los vegetales crudos pueden servir de vehiculo para
la transmision de patdogenos como bacterias (Salmonella, E. coli), virus (Tipo Norwalk y
Hepatitis A) y parasitos (Cryptosporidium, Cyclospora) (Tauxe et al., 1997). Entre los
productos frescos involucrados se encuentran: jitomates o tomates, zarzamoras,
manzanas, naranjas, lechuga, brocoli, por mencionar algunos (Chia-Min et al., 1997).

La sobrevivencia y crecimiento de los microorganismos en productos frescos depende
de la interaccion de varios factores como: caracteristicas de los microorganismos
presentes, estado fisiolégico de la planta y su resistencia a los procesos metabolicos
microbianos, condiciones del ambiente que rodean al vegetal (humedad relativa,
temperatura, composicion de la atmosfera, entre otros), los efectos de las practicas de
cultivo y procesos post cosecha (Tauxe et al., 1997).

Asimismo, la sobrevivencia y virulencia de la flora patégena y deteriorativa depende de
la expresion de ciertos genes en respuesta a las condiciones del ambiente que las rodea
(Archer, 1996) La expresion es modulada por un proceso de sefializacion conocido
como Quorum Sensing (QS) el cual depende de la sintesis y reconocimiento de sefiales
quimicas conocida como autoinductores. (Smith et al., 2004)

Entre los mecanismos de virulencia y sobrevivencia regulados por el QS se encuentran
la esporulacion, sintesis de péptidos antimicrobianos y formacién de biopeliculas
(Balaban, 2001). Estas ultimas pueden significar un mecanismo de sobrevivencia
decisivo para varios microorganismos que habitan y se adhieren sobre la superficie de
vegetales crudos. Lo anterior debido a que las células que conforman una biopelicula se
protegen de la accion de detergentes y agentes antimicrobianos, impidiendo el
desarrollo adecuado de los procesos de lavado y desinfeccion en alimentos (Norwood y
Gilmour, 2000).

Las medidas encaminadas a prevenir la contaminacion de los vegetales crudos deben
ser consideradas desde las etapas de produccion hasta las condiciones de higiene
durante su preparacion, es decir desde “el campo hasta la mesa” (Tauxe et al., 1997).
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También se requieren tomar en cuenta los mecanismos que son necesarios para la
sobrevivencia y crecimiento de la microbiota presente.

En esta revision se consideran los principales microorganismos que se han
asociado con brotes de enfermedades por el consumo de productos frescos. Ademas se
mencionan las condiciones de crecimiento y mecanismos de sobrevivencia de la
microbiota presente en vegetales crudos.

INCIDENCIA Y BROTES DE ENFERMEDADES ASOCIADAS CON EL
CONSUMO DE VEGETALES CRUDOS

De acuerdo con el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC) los brotes de enfermedades asociados a los productos agricolas,
constituyen un porcentaje relativamente pequefio del total de los padecimientos
transmitidas por los alimentos. No obstante, el nimero de casos ha ido aumentado y
algunas de las causas se mencionan a continuacion (Liu 2003; Harris ef al., 2003).

a) En las ultimas décadas se ha remarcado la importancia de incluir en la dieta
vegetales crudos, debido a sus multiples propiedades nutricionales y
nutraceuticas.

b) Asociada a la causa anterior, la tendencia de consumo de vegetales frescos o
crudos o minimamente procesados, involucra operaciones de pelado, picado o
rebanado, mismas que pueden permitir la internalizacion de cierta flora
patdégena presente en la superficie, como consecuencia de la pérdida de
integridad del producto.

c) La alta tendencia de comercializacién de los productos hortofruticolas a nivel
internacional, ha implicando diversas areas de cultivo y un gran numero de
consumidores.

d) Existen reportes que ciertas €pocas del afio como el verano, incrementan el
consumo de vegetales crudos y se alcanzan temperaturas que favorecen el
crecimiento de ciertos microorganismos patogenos.

Los padecimientos estdn también relacionados con la dosis infectiva, la cual varia entre
la flora patogena. Algunas bacterias requieren multiplicarse para causar la enfermedad
mientras que ciertos microorganismos con un nimero minimo son suficientes para
producir el padecimiento. Ejemplos de lo citado son los géneros Shigella y Clostridium
perfringens, respectivamente, mientras que ciertos padecimientos pueden ser
provocados por el consumo de enterotoxinas, las cuales son producidas principalmente
por los géneros Staphylococcus, Bacillus 'y Clostridium.

En el Cuadro 4.1 se mencionan algunos microorganismos asociados con brotes de
enfermedades por el consumo de frutas, hortalizas crudas y productos no pasteurizados
(Beuchat y Ryu, 1997; Burnett et al., 2001).

Las consecuencias ocasionadas por la incidencia de enfermedades transmitidas por los
alimentos, consideran desde las repercusiones econdémicas en los individuos
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involucrados incluyendo gastos relacionados con la asistencia médica, ausentismo
laboral y escolar. Mientras que los costos para la sociedad incluyen la pérdida de
productividad de los trabajadores, gastos de investigacion y control de brotes, pérdidas
de ingresos debido al cierre de negocios, gastos legales por litigios relacionados con las
enfermedades y gastos en servicios publicos de salud para quienes padecen algin
padecimiento cronico.

Cuadro 4.1. Microorganismos asociados con brotes de enfermedades por el consumo

de frutas, hortalizas crudas y productos no pasteurizados.

Microorganismo Tipo de Producto

Bacterias

Clostridium botulinum Calabaza

E. coli O157:H7 Sidra y jugo de manzana,
lechuga y germinado de alfalfa

L. monocytogenes Perejil, lechuga, jitomate,
calabaza

Salmonella

Miami Sandia

Typhimurium Sidra de manzana

Saint Paul Sandia

Chester Melones

Poona Melones

Montevideo Jitomate

Hartford/Gaminara Jugo de naranja

Stanley Germinado de alfalfa

Typhi Mamey

Shigella Ensalada de frutas

Vibrio cholerae Vegetales

Virus

Norkwalk Meldn, lechuga y perejil

Hepatitis A Lechuga, jitomate, fresas y
frambuesas congeladas

Parasitos

Cyclospora Frambuesas, lechuga, albahaca

Cryptosporidium Perejil y sidra de manzana

Mohos

Alternaria alternata Jitomate

Botrytis cinérea




FACTORES DE CRECIMIENTO

Los productos frescos pueden encontrarse expuestos a contaminacion por diversos
microorganismos patdgenos y deteriorativos antes, durante y después de su cosecha.
Algunas de las fuentes de contaminacion relacionadas con la etapa pre cosecha son:
suelo, agua de riego, aire, tipo de abono utilizado y productores. Durante la post cosecha
destacan maquinaria y equipo, recipientes, presencia de animales domésticos y
silvestres, trabajadores, polvo y vehiculos (Cuadro 4.2) (Beuchat, 1996; Janisiewicz et
al., 1999; Iturriaga et al., 2007).

Cuadro 4.2. Posibles fuentes de contaminacion durante las etapas pre y pos cosecha en
la produccién de vegetales crudos.

Etapas del contaminacion

Precosecha Postcosecha
Suelo Manipulacién de trabajadores y
consumidores
Agua de riego Equipo para cosecha
Abono Organico Contenedores
Polvo Agua para lavado, enjuague y
enfriamiento
Animales domésticos y silvestres Hielo
Manejo inapropiado por intermediarios
Manejo del cultivo (por productores) Contaminacion cruzada (Presencia de
otros alimentos en el area de
almacenamiento)
Otros usos para pesticidas, tratamientos Polvo
foliares, hormonas de crecimiento, etc. Animales domésticos y silvestres

Otro de los factores que influye también de manera determinante en la contaminacion
de vegetales crudos es su localizacion con respecto al suelo, aquellos productos que
crecen al nivel del suelo como zanahorias, betabel, cilantro, presentan un mayor numero
de microorganismos, predominando bacterias Gram positivas como corinebacterias,
bacilos y micrococos que constituyen cerca del 70% de las bacterias que pueden existir
por gramo de suelo (Escartin, 2000). En la Figura 4.1 se relacionan los mecanismos y
las fuentes de contaminacién que pueden presentarse durante el cultivo de los vegetales
crudos (Beuchat, 1996).
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Figura 4.1. Mecanismos y fuentes de contaminacién de vegetales crudos durante las
etapas pre y post cosecha.

Existen tres tipos de factores que pueden afectar la microbiota presente en productos
frescos: fisicos, quimicos y biolodgicos. Los factores fisicos se refieren aquellas
condiciones que afectan el crecimiento y las actividades metabolicas, como son el pH,
temperatura, contenido de humedad, entre otros. Mientras que los factores quimicos
consideran la disponibilidad de nutrientes y trazas de elementos necesarios para el
crecimiento microbiano y finalmente los factores biologicos incluyen la presencia de
cierta microflora competitiva y de las interacciones bacteria-planta (Sela y Fallik,
2009).

a) Factores fisicos

Las condiciones ambientales pueden llegar a ser hostiles para el crecimiento y
sobrevivencia de los microorganismos, la falta de nutrientes, fluctuaciones en
temperatura y humedad relativa, ciertas longitudes de onda de radiacion ultravioleta;
puede llegar a danar las células bacterianas (Webb, 1976; Jagger, 1981; Sundin et al.,
1996; Sundin y Jacobs, 1999).

De acuerdo con Escartin (2000) los microorganismos nativos que habitan en vegetales
crudos, presentan una mayor resistencia a las condiciones ambientales asi como a los
agentes quimicos, en comparacion con las bacterias intestinales patégenas. Lo anterior
se debe a la capacidad de adaptacion de los microorganismos nativos frente a las
condiciones de estrés, en comparacion con la conseguida por los microorganismos de la
flora patogena. Existen reportes que consideran que la flora patogena es capaz de
sobrevivir pero no de crecer sobre la superficie externa de vegetales y frutas,
especialmente si son expuestos a humedades relativas altas (Noel ef al., 2010).
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La temperatura influye de manera importante sobre la velocidad de crecimiento, fase de
latencia, actividad metabodlica y requerimientos nutricionales de la microbiota presente
en los alimentos (Gould, 1989).

Las temperaturas de conservacion (refrigeracion y congelacion) favorecen la inhibicion
del crecimiento de microorganismos mesoéfilos y termofilos y se reduce la velocidad de
crecimiento de los microorganismos psicrétrofos (Alzamora, 1997).

Mientras que el efecto del pH puede afectar directamente la conformacion de las
proteinas y el metabolismo de los microorganismos. En general el pH de los frutos
frescos es acido el cual favorece el crecimiento de hongos y levaduras y limita el
desarrollo de la mayoria de las bacterias (Alzamora, 1997; Kalia y Gupta, 2006). Lo
anterior concuerda con lo encontrado por Abadias et al. (2008) quienes analizaron
varios tipos de frutas (manzana, pera, naranja, mango y pifia) mismas que presentaron
principalmente poblaciones de mohos y levaduras, quienes se considera inhibieron el
crecimiento de enterobacterias. Las frutas fueron almacenadas en temperaturas de
refrigeracion (5 y 10°C) que en combinacion con el pH acido, se generaron condiciones
inhibitorias para las bacterias.

b) Factores Quimicos

La presencia de poblaciones mixtas y el indice de crecimiento de cada microorganismo
dependen también de la composicion del alimento o sustrato, particularmente los frutos
frescos pueden contener nutrientes requeridos para la realizacion de  procesos
metabolicos (Kalia y Gupta, 2006; Sela y Fallik, 2009). Entre ellos se encuentran los
azlcares como glucosa, fructuosa y carbohidratos complejos como el almidén y
celulosa. Compuestos como pectinas, celulosa, hemicelulosa y proteinas pueden servir
de sustrato para enzimas de tipo degradativo que son sintetizadas por determinados
microorganismos capaces de crecer sobre la superficie de frutos frescos. La accion de
estas enzimas degradativas puede propiciar cambios en la integridad de los frutos,
dejando disponibles nutrientes que pueden ser utilizados durante la colonizacion de
otras bacterias (Mittelman, 1998). Entre las especies pectinoliticas se encuentran
principalmente bacterias mesofilicas, algunos mohos y levaduras, ejemplos son las
especies de Pseudomonas, Flavobacterium 'y Cytophaga.

A parte de los frutos, el suelo de cultivo también puede significar un buen sustrato
donde estan contenidos la mayoria de los nutrimentos para la planta y posee ciertas
propiedades fisicoquimicas que son determinantes para el crecimiento de bacterias,
actinomicetos, algas y protozoarios. Entre los grupos taxonémicos de mayor interés se
encuentran los géneros: Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium,
Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus y Xanthomonas (Osorio, 2007).

¢) Factores bioldgicos

La microbiota presente en los vegetales crudos es muy diversa incluyendo protozoarios,
virus y bacterias quienes conforman la flora patdgena o epifita presente.
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Flora Patdgena

La importancia de los enteropatégenos en vegetales crudos radica que existen varios
reportes acerca de su capacidad para internalizarse y crecer dentro de la planta, de esta
manera protegerse de los tratamientos de lavado y desinfeccion post cosecha. A
continuacion se mencionan algunos géneros y se relacionan con su presencia en
algunos productos:

Salmonella

El género Salmonella esta compuesto por mas de 2,700 serotipos, siendo los animales y
aves los principales reservorios. También se ha aislado en productos frescos como
alcachofas, apio, col, coliflor, lechuga y espinaca causando varias infecciones en el
hombre. Otros vegetales asociados con brotes de salmonelosis son meldn, germinados y
jitomate incluyendo los serotipos como S. Javiana, S. Montevideo y S. Baildon
(Beuchat, 1996; Garcia et al., 1987).

Yersinia

Tiene como principales reservorios los animales y particularmente especies porcinas
aunque también ha sido aislada de varios vegetales crudos como zanahoria, lechuga y en
menor medida jitomate y pepino. Y. enterocolitica puede sobrevivir en temperaturas de
refrigeracion aislada durante el transporte y almacenamiento de vegetales crudos.

Escherichia

E. coli enterotoxigénica (ETEC) es causa comun de diarrea del viajero por el consumo
de vegetales crudos como lechuga romana, zanahoria rayada y en general ensaladas en
las cuales se involucran varios vegetales como cebolla, pimientos, jitomate,
champifiones entre otros (Beuchat, 1996). Mientras que E. coli (EHEC) es capaz de
crecer en varios tipos de frutas y vegetales almacenados a 12°C, ademas de resistir pH
acidos. La habilidad &cido tolerante de EHEC le permite sobrevivir y formar
biopeliculas en diversos ambientes (Beuchat, 2002). Este patogrupo se ha relacionado
con la contaminacion de diversos productos como calabaza, cilantro y apio (Solomon et
al., 2002). La dosis infectiva de EHEC es muy baja y es capaz de producir
gastroenteritis y sindrome urémico hemolitico afectando adolecentes y nifos (Torres,
2009).

Shigella

El género estd compuesto por cuatro especies S. dysenteriae, S boydii, S sonnei y S.
flexneri, siendo todas patdégenas para el ser humano en dosis infectivas bajas. La
shigelosis es transmitida de persona a persona pero también ocurre por el consumo de
alimentos contaminados incluyendo los vegetales crudos. Algunos de estos productos
son lechuga, cebolla y col. Asi mismo es posible aislar a este microorganismo en perejil
picado y almacenado a 24°C y sobrevive en cubos de papaya, jicama y sandia,
incubados de 22 a 27°C con pH de 5.6. 597 y 6.81, respectivamente (Harris et al.,
2003).
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Aeromonas

Las especies de Aeromonas han sido reconocidas como patdégenos en agua y en varios
vegetales como perejil, espinaca, germinado, brocoli y lechuga; este patdgeno también
se puede aislar facilmente en productos refrigerados. Especificamente A. hydrophila
presenta resistencia en alimentos con atmosferas controladas y modificadas (Martinez et
al., 2000).

Listeria

L. monocytogenes se la relaciona con productos frescos y parte de vegetales que se
utilizan en la elaboracién de salsas y ensaladas incluyendo col, lechuga, cebolla, apio y
pepino. Los altos indices de contaminacién se atribuyen a la contaminacion cruzada que
se genera durante la compra, mezcla y empacado de los productos. Adicionalmente L.
monocytogenes puede crecer también en vegetales crudos almacenados a temperatura de
refrigeracidon como esparragos, brocoli, coliflor, lechuga y chicoria almacenados entre
4°y 6.5°C. Sin embargo en jitomate fue recuperado a 21°C y se inhibid su crecimiento
a 10°C (Beuchat y Brackett, 1991).

Staphylococcus

Se ha detectado en productos frescos y en ensaladas de vegetales, donde la principal
fuente de contaminacion son los manipuladores. Se considera que S. aureus
enterotoxigénico no es capaz de competir con los microorganismos nativos de los
productos frescos, es decir frecuentemente la recuperacion de este microorganismo es
precedido por el deterioro causado por la microbiota autdctona. Sin embargo existe el
reporte de un brote por S. aureus aislado de champifiones en conserva llevandose a cabo
la contaminacion previamente al envasado, permitiendo el crecimiento y la produccion
de la toxina debido a la inhibicion de la flora nativa en condiciones de anaerobiosis.

Campylobacter

C. jejuni y C. coli son causa de enteritis bacteriana relacionada con vegetales crudos, la
contaminacion de los productos puede deberse a condiciones inadecuadas de
almacenamiento o bien por contaminacidn cruzada por contacto con pollo crudo durante
la etapa de preparacion. C. jejuni es capaz de sobrevivir en papaya y sandia picada
durante tiempo suficiente para significar un riesgo para la salud del consumidor
(Castillo y Escartin, 1994).

Patogenos esporulados

Es comtn la presencia de esporas de Bacillus cereus, Clostridium botulinum y
Clostridium perfringens en vegetales ya que estos microorganismos que tienen como
habitat principal el suelo. Aunque el botulismo ha sido relacionado también con el
consumo de vegetales cocidos, aislandose de preparados de col mezclados con aderezo
de pH 3.5 y almacenados en atmosferas reducidas en oxigeno por 4 y 6 dias a 23 o
25°C.
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También se ha determinado la toxina botulinica en champifiones que fueron empacados
con clorhidrato de polivinilo y almacenados a 20°C durante 3 o 4 dias (Harris et al,
2003).

Virus

La mayoria de los brotes implicados con la transmision de enfermedades virales
producidas por el consumo de productos frescos implica a los virus Hepatitis A y
Norwalk. La mayoria de las gastroenteritis virales tienen como fuente de contaminacion
un manejo inadecuado durante la preparacion de los alimentos ya que pueden vivir en
superficies o diseminarse por medio del contacto con una persona infectada. Los brotes
virales producidos por estos microorganismos han implicado alimentos como ensaladas,
jitomate y zarzamora (Tauxe et al., 1997).

Protozoarios

Se han detectado brotes parasitarios en los que relacionan el consumo de vegetales en
cafeterias, comedores, hogares y establecimientos comerciales. La infeccion por
Giardia lambia se puede adquirir a través de la transmision de persona-persona o a
través de la ingesta de alimentos o agua contaminados con materia fecal (Beuchat,
1995).

Flora normal o endéfita

Los endofitos son microorganismos residentes en espacios intercelulares y dentro de
tejidos vasculares sin causar sintomas de enfermedad en la planta (Hurek et al., 1994;
Bell et al., 1995). Pueden internalizarse a través de estomas, heridas y raices laterales,
ademas algunos de ellos son capaces de producir enzimas hidroliticas que degradan la
pared celular. Estudios moleculares recientes sobre la diversidad de bacterias endofitas
han revelado una alta riqueza de filotipos que promueven el crecimiento de plantas y
suprimen el desarrollo de fitopatogenos. Segun Kalia y Gupta (2006) dentro de los
endofitos se consideran algunos mohos como Rhizopus, Aspergillus, Penicillium y
algunas levaduras tales como Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora,
Pichia y Debaryomyces.

MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA

Las condiciones de manejo asi como las ambientales prevalecientes en los sistemas de
produccion de frutas y hortalizas, determinan la sobrevivencia de ciertas poblaciones
microbianas (Kalia y Gupta, 2006). Esta capacidad de sobrevivencia depende de
diferentes mecanismos que le permitan colonizar, internalizar o bien adherirse a la
superficie. El Quorum Sensing es un proceso de comunicacion celular que permite la
interaccion entre los grupos bacterianos que pueden colonizar los vegetales crudos
(Fuqua et al., 1996; Waters et al., 2005).

a) Mecanismo “Qudrum Sensing” (QS)
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Con el QS se propician conversaciones entre poblaciones de la microbiota nativa y
patogena, por medio del reconocimiento de sefales quimicas conocidas como
Autoinductores (Al) (Bauer et al., 2004).

Los Al son producidos en respuesta de la densidad celular, es decir el Al se acumula
hasta alcanzar una concentracion determinada y se incorpora nuevamente al interior de
la célula donde interacciona con proteinas activadoras de la transcripcion, las cuales a su
vez inducen la expresion de ciertos genes. Esta expresion permite a los
microorganismos coordinar su comportamiento frente a cambios continuos que se
producen en el medio, reaccionando de manera rapida para adaptarse y favoreciendo su
sobrevivencia. Entre los procesos que son modulados por la presencia de los
autoinductores se encuentran: la simbiosis, transferencia conjugativa de plasmidos,
regulacion de virulencia, sintesis de péptidos antimicrobianos, esporulacion y formacion
de biopeliculas (Balaban y Koyfman, 2001).

CLASIFICACION Y FUNCIONES DE LOS AUTOINDUCTORES

Las moléculas de sefializacion o Al pueden ser clasificadas de acuerdo con su estructura
en cuatro categorias: a) Las derivadas de los acidos grasos conocidas como acil
homoserinlactonas(AHLS) producidas por bacterias Gram negativas principalmente y se
encuentran involucradas en la comunicacién intraespecies y son conocidas como
autoinductoras I (AI-I), b) El furanosil borato diester conocido como autoinductor-2
(AI-2), sintetizado por ambos tipos de bacterias Gram positivas y negativas, son
utilizados para la comunicacidn intra e interespecies, ¢) un autoinductor AI-3 cuya
estructura hasta la fecha se desconoce y d) Los péptidos y aminoacidos de cadena corta
son Al producidos por bacteria Gram positivas (Figura 4.2) (Smith y Fratamico, 2005).
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Figura 4.2. Estructuras quimicas de autoinductores. A) Acetil Homoserina Lactonas
(AHLS), B) Furanosilborato diester y C) Péptidos de cadena corta. Donde R es el
radical- OH, =0 6 — H.
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Especificamente existen diferentes tipos de AHLS dependiendo de la cadena lateral del
grupo acilo, generalmente pueden contener de 4 a 12C, aunque se han identificado
AHLS con 18C, el sustituyente en C3 puede ser un grupo carbonilo, hidroxilo y enlaces
insaturados (Figura 4.3). Las AHLS con cadena corta son capaces de difundirse mas
facilmente a través de la membrana bacteriana en cambio las de cadena larga requieren
ser transportadas activamente hacia el interior y exterior de la célula (Smith y
Fratamico, 2005).
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Figura 4.3. Estructura quimica de las AHLS con diferente longitud de la cadena acilo
lateral y sustituyente del carbono C3: Grupo carbonilo o hidroxilo.

Las moléculas AHLS son sintetizadas por proteinas I mismas que son codificadas por el
gen homologo /luxIl. Las proteinas sintetasas LuxI catalizan la union de adenosil

28



metionina (SAM) con una proteina transportadora de acilos (Acil-ACP), esta ultima
participa como intermediario en la biosintesis de los acidos grasos. La union del SAM al
complejo LuxI- Acil-ACP se da por medio de un enlace amida conformado por la
cadena acilo del Acil-ACP y el grupo amino del SAM. El intermediario (Acil-ACP-
SAM) junto con la 5 metilotioadenosina sufren reacciones de lactonizacion resultando
en la formacién del autoinductor AHSL (Figura 4.4) (Miller y Bassler, 2001; Dong et
al.,2001).
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Figura 4.4. Sintesis de Acetil Homoserina lactonas (AHLS) en la cual LuxI cataliza la
biosintesis teniendo como sustratos Acil-ACP (Proteinas transportadoras de acilo) y
SAM (adenosilmetionina).

La molécula de furanosil borato diester inicia su biosintesis con el precursor S-
adenosilmetionina(SAM), participando como donador de wun grupo metilo
convirtiéndose S-ribosilhomocisteina (SRH). LuxS es la responsable de la conversion
de SRH a homocisteina y DPD (4,5-dihidroxi 2,3 pentanodiona). DPD sufre rearreglos
y finalmente se incorpora el borato al proAl-2 para formar la molécula AI-2. (Figura
4.5)
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Figura 4.5. Sintesis de AI-2 a partir de SAM (S-adenosilmetionina) como precursor,
donde SDR es S-ribosilhomocisteina, SAM: S-adenosilmetionina, SAH: adenosil-
homocisteina y DPD: 4,5-dihidroxi 2,3 pentanodiona.
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La moléculas sefial AI-I y AI-2 pueden verse afectadas por las condiciones ambientales
presentes en el medio que directamente afecten la densidad celular (Cloak et al., 2002).
Existen reportes que los niveles y los tipos de AHLS o AI-I pueden cambiar en funcién
de ciertas condiciones en el ambiente, donde especificamente la temperatura se
considera una condicion capaz de regular la disponibilidad de AHLS a nivel celular en
presencia de diferentes especies de Yersinia (Kirwan et al., 2006). Asimismo,
Kawaguchi et al. (2008) demostraron la estabilidad de las AHLS o AI-I, variando los
niveles de pH y temperatura, encontrando mayor actividad del Al en condiciones de
30°Cy pH 5.0.

MECANISMOS GENERALES DEL QUORUM SENSING (QS) EN BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS

Existen mas de 25 especies de bacterias Gram negativas que han sido descritas como
poseedoras de un sistema de QS dependiente de mecanismos de regulacion. Estos
mecanismos dependen principalmente de la modulacion de tres factores: a) Sintesis de
moléculas sefiales o autoinductores, b) acumulaciéon de moléculas senal y c) el
reconocimiento de la sefial (Smith et al., 2004).

Entre los mecanismos de regulacion mas estudiados se encuentra el sistema modelo de
la bacteria Vibrio fisheri, quien es bioluminicente y vive de manera simbidtica en
organos especializados de peces y calamares (Miller y Bassler, 2001). La emision de luz
esta controlada por las proteinas LuxR y LuxI, componentes similares y homologos de
QS descritos en otras bacterias Gram negativas (Czajkowski y Jafra, 2009).

En el mecanismo general del QS representado para las AHLS, las proteinas homodlogas
a LuxI sintetizan al Al durante la primera etapa. Cuando la densidad poblacional es baja
la célula produce un nivel basal de AHLS. Cada una de las especies bacterianas produce
unicamente un tipo o combinacion de AHL, dando como resultado que solamente los
miembros de la misma especie reconozcan y respondan a un determinado Al.

En la segunda etapa las AHLS se difunden a través de la membrana bacteriana y se
enlazan a la proteina R, el complejo R-AHL es un dimero que se une a secuencias
palindromicas o promotoras del QS mismas que inducen la expresion de ciertos genes
(Figura 4.6) (Federle et al., 2003).
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Figura 4.6. Mecanismo de Quorum Sensing AHL-LuxR dependiente, perteneciente a
las bacterias Gram negativas.

El segundo mecanismo de Quorum Sensing en bacterias Gram negativas, considera a
otra molécula autoindutora AI-2 (furanosil borato diester). Para estudiar este mecanismo
se ha utilizado como sistema modelo a V. harveyi el cual produce luminiscencia y tiene
la capacidad de producir AI-2 (Figura 4.7). Para la deteccion del AI-2 se requieren dos
proteinas LuxP y Lux Q. LuxP es una proteina periplasmica que se une inicialmente al
Al-2, el complejo LuxP-AlI-2 se traduce en una sefial Lux Q, la cual es un sensor
quinasa capaz de autofosforilarse en Lux O. LuxO fosforilado puede causar
indirectamente la induccion del operon bioluminiscencia luxCDABE y codificar enzimas
luciferasas (Winans, 2002).

LuxCDABEGH Vaka'

9, 9
o

Figura 4.7. Mecanismo de induccion a la bioluminiscencia por medio de la deteccion
del AI-2 en Vibrio harveyi.
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Se ha observado que la presencia de AI-2 y su deteccion por V. harveyi, esta
directamente relacionada con los microorganismos que contengan en su genoma al gen
luxS, como los géneros Salmonella y Escherichia. Segin Gobbeti et al. (2007) estos
microorganismos particularmente presentan un sistema “incompleto” de LuxI/LuxR con
respecto a otras bacterias Gram negativas. Donde Sdi4 es el nico receptor del tipo
LuxR y no existe un homologo a LuxI o cualquier otro tipo de AHL sintetasa. Sdid ha
sido considerado un ejemplo de receptor capaz de detectar sefiales incluso de otras
especies microbianas.

Es decir E. coli y Salmonella detectan las AHLS de otras especies usando a la proteina
SdiA e incrementa la expresion de ciertos genes como srgE y rcK del operon
IsrACDBFGE. A su vez reconocen el Al-2 sintetizado por LuxS y lo transportan al
interior del sistema por LsrACD, el cual es miembro de una familia de componentes
dependientes de ATP. LsrB es una proteina plasmatica que se une directamente a AI-2 y
LsrK es una quinasa que fosforila AI-2 en una posicion desconocida, mientras que LsrR
reprime a /s» cuando hay poca cantidad de AI-2 (Figura 4.8) (Ahmer, 2004).

L

v v

T oAz (from Saimonela or other species)

Figura 4.8. Sistema de Salmonella y E. coli considerando la deteccion de AHLS por
SdiA y produciendo AI-2 por medio de LuxS.

COMUNICACION TIPO“QUORUM SENSING” ENTRE PLANTA Y
BACTERIA

Evidencias experimentales actuales sustentan que las moléculas autoinductoras
participan en los procesos asociados con la infeccion de plantas (Baurer ef al., 2004).
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Especificamente las AHLS son producidas por bacterias saprofitas que promueven el
crecimiento de la planta y por bacterias patdgenas que habitan conjuntamente la
rizésfera. Al coexistir las bacterias productoras de AHLS con plantas se ha encontrado
que estas Ultimas tienen la habilidad de interferir en el proceso de QS en bacterias. Uno
de los estudios propuestos para evidenciar la manera de como responde el huésped
(planta) frente a la produccion de AHLS bacterianas, se encuentra realizado por
Mathesius et al. (2003), quienes utilizaron como organismo eucarionte modelo a la
planta Medicago truncatula. Misma que se expuso a diferentes concentraciones de
AHLS: 3-0x0-C16-HL y 3-oxo0-C12-HL, producidas por las bacterias Sinorhizobium
meliloti y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. Mediante andlisis de proteémica
se demostrd que el huésped responde a las AHLS, mediante cambios en la produccion
de proteinas. La caracterizacion de estas proteinas reflejo6 que fueron especificas y
dependientes de las estructuras de las AHLS. Asi mismo la exposicion con las AHLS
indujo a modificaciones en la secrecion de compuestos por parte de la planta tipo
sefales de QS, considerados como “mimicos” o imitadores del QS, los cuales
interfieren en la comunicacion planta-bacteria. Otro estudio que explica la relacion entre
las AHLS de las rizobacterias y las actividades para inducir la resistencia en plantas de
tomate, fue propuesto por Schuhegger et al. (2006).

Las rizobacterias que se probaron fueron Serratia liquefaciens MG1 y Pseudomonas
putida IsoF, ambas capaces de colonizar raices y producir AHLS. Se observdé un
incrementod en la resistencia de las plantas sobre el hongo Alternaria alternata que
infecta la hojas, frente a una mayor produccion de AHLS. Asi mismo se detectd que las
hojas colonizadas por ambas bacterias presentaron un incrementd en los niveles de
acido salicilico (SA), lo cual se confirmé por medio microarreglos y andlisis de
Northern blot que revelaron que las moléculas de AHLS inducen los genes dependientes
del etileno y del SA. Estos ultimos son considerados como mecanismos propios de
resistencia de la planta (Braeken et al., 2008) Finalmente otro reporte de la interaccion
AHLS-Planta, fue realizado por Scott ef al. (2006) quienes introdujeron los genes yenl
proveniente de Yersinia enterocolitica capaz de sintetizar la 3-oxo-C6-HLS y C6-HLS,
y lasl proveniente de P. aeruginosa quien produce 3-oxo-C12-HSL. Ambos genes
fueron introducidos en plantas de tabaco de manera independiente y en combinacion, las
plantas transgénicas presentaron niveles significativos de AHLS de cadena larga y corta
en hojas, estomas y tejidos de raices. Lo anterior indica que las AHLS pueden
difundirse “libremente” en los plastidos y membranas vegetales. También las AHLS
fueron detectadas en exudados de raices confirmando que estos compuestos pueden
acumularse en la rizosfera, donde pueden tener un impacto sobre las comunidades
bacterianas vecinas tanto saprofitas como patdogenas. Lo cual se comprobd que las
AHLS producidas por la planta pueden ser detectadas por otras bacterias presentes en el
entorno.
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INTERFERENCIA DEL MECANISMO “QUORUM SENSING” PLANTA-
BACTERIA

Es posible proponer mecanismos que bloqueen el proceso de QS participe de la
interaccion planta-bacteria. Segin Zhang y Dong, (2004) estos mecanismos de
interferencia estan orientados en prevenir la acumulacidon y reconocimiento de sefiales
QS, impidiendo la expresion de genes bacterianos de virulencia.

Las sustancias y mecanismos involucrados en la interferencia de los sistemas AHLS-QS
pueden ser los siguientes: a) enzimas AHL lactonasas y AHL-acilasas que degradan las
sefales Al b) el tricoclosano que inhibe la generacion de la sefal, c) las furanonas
halogenadas que degradan a las proteinas receptoras R, d) los Autoinductores Péptidos
(AIP) que compiten con los receptores R y e) los inhibidores de las proteinas quinasas,
que impiden la expresion de factores de virulencia. Estas sustancias tienen efectos
antimicrobianos sobre un gran grupo de microorganismos que utilicen el sistema de
sefalizacion QS. En plantas y algas como Pisum sativum y Delisea pulchra existen
reportes de ciertos mecanismos de interferencia en la relacion planta y bacteria, los
cuales consideran la produccion de compuestos similares a las AHLS (furanonas
halogenadas) quienes compiten por la proteina R, afectando el reconocimiento de las
AHLS proveniente de bacterias patdgenas (Teplitski et al., 2000; Bauer et al., 2004).
Otro mecanismo importante que interfiere en la produccion de AHLS es conocido como
“Quorum Quenching”, el cual consiste en la inactivacion de AHLS utilizando enzimas
tipo lactonasas producidas por bacterias del suelo del género Bacillus, las cuales
degradan a las AHLS para convertirlas en fuentes de C y N (Bracken et al., 2008).

Otras bacterias capaces de producir acilasas son Variovorax parodoxus y Ralstonia sp,
especificamente P. aureginosa es capaz de producir una acilasa capaz de degradar las
AHLS de cadena larga. (Huang et al., 2006). Complementando lo anterior Uroz et al.
(2003) proponen plantas transgénicas capaces de expresar enzimas bacterianas
degradativas de AHL, para mejorar la resistencia por infecciones en raiz.

La producciéon de moléculas autoinductoras se puede relacionar también con la
formacion de biopeliculas microbianas sobre la superficie de vegetales. Esta relacion
facilita que los microorganismos puedan colonizar o adherirse a la superficie de los
vegetales o bien mantenerse en comunicacion con la flora nativa (Van Houdt, 2004).

FORMACION DE BIOPELICULAS

La formacion de biopeliculas estd relacionada con la habilidad que tienen ciertos
microorganismos, para poder sobrevivir bajo determinadas condiciones de estrés
ambiental como son: limitaciones de nutrientes, radiacion solar y variaciones de
temperatura (Chmielewski et al., 2003). Se entiende por biopeliculas aquellos
agrupamientos bacterianos capaces de adherirse a diferentes superficies. De ahi que la
produccion de biopeliculas inicie con la adhesion reversible de células bacterianas a la
superficie, mediante fuerzas débiles como son las de Van der Waals. Posteriormente las
colonias son adheridas de manera irreversible y se promueve a su vez la colonizacion de
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otras bacterias mediante el reconocimiento de sitios celulares especificos. Durante esta
colonizacidn las células son capaces de comunicarse entre si a través del proceso de OS.
La matriz de la biopelicula continta creciendo mediante la division y llegada de nuevas
células. Las ultimas etapas consisten en la maduracion de la biopelicula y dispersion de
las células (Figura 4.9) (Kolenbrander, 1989).

Figura 4.9. Etapas durante el desarrollo de un biopelicula: 1) Adherencia inicial, 2)
Adherencia irreversible, 3) Maduracion I, 4) Maduracién II y 5) Dispersion. Las
microscopias muestran las distintas etapas y se encuentran en la misma escala.

La formacion de biopeliculas se puede presentar en plantas formando agregados en
superficie de hojas, raices y espacios intercelulares de tejidos vegetales (Morris y
Monier, 2003). Algunas bacterias se pueden alojarse en sitios protectores como camaras
estomaticas y tricomas dafiados.

La adaptacion y colonizacidon de las comunidades microbianas a los distintos tipos de
superficies, depende de su capacidad de adherencia y generacion de biopeliculas
(Costerton ef al., 1995). Se ha demostrado la habilidad de adhesion por Escherichia coli
0157:H7 a diferentes tejidos como jitomate, alfalfa, zanahorias y melon asi como
células humanas y superficies inertes como plasticos. Esta adhesion parece estar
mediada por cierto grupo de genes que se encargan de la codificacion de multiples
adhesinas (Teplitski et al., 2000; Torres et al., 2005).

Las biopeliculas formadas protegen a los microorganismos de los procesos de lavado y
desinfeccion de vegetales crudos, reduciendo su eficacia y favoreciendo la resistencia a
la accidon de agentes antimicrobianos.

Las variaciones en el pH, concentraciones de nutrientes, niveles de oxigeno,
hidrofobicidad pueden ser determinantes para la formacién de biopeliculas sobre los
alimentos (Else et al., 2003). Por lo anterior las biopeliculas pueden contribuirse en un
riesgo para la contaminacioén de productos con microorganismos de tipo deteriorativo y
patogeno. (Carpentier y Cerf, 1993; Donlan, 2002).
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La primera etapa de desarrollo de la biopelicula depende de la naturaleza del sustrato,
pudiendo estar involucradas moléculas organicas o inorganicas provenientes de restos
de alimentos (Deibel, 2003). Ciertas comunidades bacterianas como Bifidobacterium,
Lactobacillus, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Enterococcus, Bacillus y
Staphylococcocus, durante la formacion de biopeliculas desdoblan determinados
polisacéridos. Es decir la microbiota tiene un comportamiento metabolico diferente
cuando se encuentra libre en comparacion de cuando forma biopeliculas (Macfarlane y
Macfarlane, 2006).

Particularmente en plantas procesadoras de vegetales se han identificado biopeliculas
formadas por los géneros Listeria y Pseudomonas, los cuales han sido aislados del suelo
de cultivo y materias primas. Especificamente Pseudomonas se ha asociado también con
la formacion de biopeliculas sobre superficies inertes como desagiies y pisos (Deibel,
2003).
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V. CAPITULOII

IMPORTANCIA, BIOSINTESIS Y COMPOSICION DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES EN JITOMATE (Lycopersicum esculentum Mill)

IMPORTANCE, BIOSYNTHESIS AND COMPOSITION OF ANTIOXIDANTS
COMPOUNDS IN TOMATO (Lycopersicum esculentum Mill)

INTRODUCCION

El jitomate o tomate (Lycopersicum esculentum) es uno de los principales cultivos por
su potencial alimenticio a nivel mundial (FAOSTAT, 2006), asi como también por su
contenido de licopeno, vitaminas C y A y flavonoides (Willcox et al., 2003).
Actualmente estos compuestos son considerados como “antioxidantes” debido a que se
encuentran asociados con la prevencion de enfermedades de tipo carcinogénicas y
cardiovasculares (Ramandeep et al., 2005; Juroszek et al., 2009). Particularmente el
licopeno y el B-caroteno pertenecen junto con la clorofila, al grupo de pigmentos
responsables de la coloracion del jitomate durante los diferentes estadios de madurez.

Durante el proceso de maduracion las clorofilas se degradan y se sintetizan los
carotenoides, los cuales le confieren al jitomate la coloracion anaranjada tenue que
culmina en un rojo intenso. Estos pigmentos influyen en la percepcion de frescura que
junto con la textura y el color son los atributos de calidad mas importantes del jitomate
(Liu et al., 2009). Ademas la maduracion del jitomate involucra una serie de cambios
cualitativos y cuantitativos de la composicion quimica del fruto en el que participan
acidos organicos, azlcares solubles, aminoacidos, pigmentos y alrededor de 400
compuestos volatiles que determinan el sabor y aroma del fruto (Petro-Turza, 1987).
Estas variaciones en el contenido y composicion quimica del jitomate estdn
relacionados con la variedad, grado de madurez, préacticas de cultivo, condiciones de
temperatura y luminosidad existentes durante la produccion y comercializacion del fruto
(Binoy et al., 2004; Abushita et al., 2000). También es importante mencionar que estos
compuestos pueden sufrir alteraciones de tipo quimico, durante las operaciones unitarias
correspondientes al procesamiento, asi como en las diferentes etapas de
almacenamiento. De ahi que en la industria alimentaria existe un amplio interés por los
antioxidantes presentes y adicionados a los alimentos, donde especificamente el
jitomate es ampliamente utilizado como materia prima en la producciéon de jugos, purés
y salsas, entre otros productos (Hernandez, 2007).

La presente revision considera la importancia de conocer las propiedades funcionales,
biosintesis y condiciones que afectan el contenido de antioxidantes durante la
produccion y procesamiento del fruto del jitomate.

I.- Importancia de los antioxidantes en la prevencion de enfermedades

Existen evidencias epidemioldgicas las cuales sugieren que el consumo regular de
vegetales y frutas trae consigo numerosos beneficios a la salud, con la posible reduccion
de riegos por contraer enfermedades de tipo cancerigenas y ademas se han relacionado
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con la estimulacion del sistema inmune, mejora en el metabolismo del colesterol
reduciendo la presion sanguinea, actividad antiviral y antimicrobiana, entre otros
(Ortega et al., 2004). Una variedad de compuestos tales como los polifenoles, vitamina
C, Vitamina E, - carotenos y otros carotenoides son reportados como antimutagenos,
anticarcinogenos, y son referidos como vitaminas “antioxidantes”. Especificamente el
-caroteno, considerado como la provitamina A se conoce que inhibe el dafio celular a
nivel de ADN, causado por especies reactivas al oxigeno y radicales libres, los cuales
pueden dar lugar a enfermedades de tipo degenerativas (Brecht et al., 2004).

Baynes, (2007) considera que las especies reactivas al oxigeno (ERO’s o ROS por sus
siglas en inglés) son generadas naturalmente como resultado de las reacciones de la
fosforilacion oxidativa. Las ERO’s méas comunes son los aniones superoxidos (Oy),
radical hidroxil (OH"), radical hipoclorito (OCL") y el radical libre oxido nitrico (NO").
Las principales reacciones para la generacion de ERO’s son las siguientes:

0, te-——» O, (Radical superdxido)

20, +H——> 0,+H,0, (Perdxido de hidrogeno)

H,0, &% 2 H)0 + 0,

Fe" + HyOpRexccionde Fefton g6 3%+ OH + OH (radical hidroxilo)

O, +H,0, +4 H— O, + H,0O +OH

ROOH + 2GSH_ghtaionperoxidasa R OH + H,0 + GSSG (Glutation disulfido)
O, + energia —p O, (oxigeno singulete)

Los antioxidantes son compuestos que presentan estructuras quimicas y mecanismos de
accion muy variados (Gordon, 2001). Estos pueden inhibir o retardar la oxidacion
captando radicales libres (como los compuestos fendlicos); o bien a través de su union a
metales pesados, captacion de oxigeno, conversion de hidroperdxidos a especies no
radicales, absorcion de radiacion UV o desactivacion del oxigeno singulete, entre otros
(Fennema, 2000).

Matkowski (2008) define a los antioxidantes como aquellos compuestos “capaces de
inhibir o retrasar la oxidacion de sustratos, incluso en una concentracion
significativamente menor que el sustrato oxidado”.

Se estima que una molécula de B-caroteno puede reaccionar captando hasta 1000
moléculas de oxigeno singulete. También se sabe que los carotenos son capaces de
captar radicales peroxilo a través de la adicion de este radical a sistemas conjugados, de
tal forma que el radical se estabiliza por resonancia. Cuando la concentracion de
oxigeno es baja se adiciona un segundo radical peroxilo para producir un producto final
no radical.
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Otro antioxidante, la vitamina C esta presente en frutas y verduras en forma de acido L-
ascorbico y acido deshidroascorbico. El ascorbato es, probablemente, el antioxidante
hidrosoluble mas efectivo presente en el plasma, capaz de atrapar y reducir nitritos,
inhibiendo por tanto la formacion en el estdmago de compuestos carcinogénicos N-
nitrosos (Loannidi et al., 2009). Los estudios in vitro sugieren que la vitamina C ejerce
un papel protector contra el dafio oxidativo de los constituyentes celulares y
lipoproteinas circulantes. Las pruebas epidemiologicas son consistentes del efecto
protector de la vitamina C contra el cancer de estomago, faringe y eso6fago (Johnston,
2001). Ademas, se ha demostrado que el acido ascorbico es un aceptor de radicales muy
efectivo frente a superoxido, peroxido de hidrégeno, hipoclorito, radical hidroxilo,
radical peroxilo y oxigeno singulete (Yanishlieva, 2001).

Adicionalmente a la importancia de consumo de jitomate en la dieta diaria, se le ha
asociado con la reduccion de algunas enfermedades; actualmente se consideran que
estas propiedades benéficas a la salud se deben al contenido de ciertos compuestos
conocidos como “bioactivos” o “fitoquimicos”. Los mecanismos de accién de estos
compuestos, pueden ser complementarios con la modulacion de enzimas
destoxificantes, estimulacion del sistema inmune, reduccion de la agregacion
plaquetaria, modulacion de la sintesis de colesterol, reduccidon de la presion sanguinea,
efectos antioxidantes, antimicrobianos, entre otros (Fernandez et al., 2007). Entre las
principales moléculas bioactivas presentes en el jitomate se encuentran los carotenoides,
donde especialmente la ingesta de ciertas cantidades de licopeno estd asociada con
reducir el riesgo de cancer de prostata, pancreas y estomago (Clinton, 1998; Gerster,
1997). De acuerdo con Shi (2000), 40 mg diarios de licopeno son suficientes para evitar
esas enfermedades, debido a estas propiedades el licopeno es considerado un
“antioxidante”. También se considera que el jitomate contiene otros antioxidantes
“nutricionales” como las vitaminas A, C y E, ademas de antioxidantes “no
nutricionales” como el B-caroteno, flavonoides, flavonas y compuestos fenolicos totales,
entre otros (Havsteen, 1983; Takahama, 1985; Wang et al., 1996; Matkowski, 2008).

Los carotenoides existen principalmente en forma del isomero E, donde ciertos factores
como el calor, luz y el oxigeno tienen un efecto sobre la isomerizacion y autoxidacion,
al reducir la concentracion de este isdmero.

Se sabe que 80% del licopeno proviene del consumo de jitomate crudo o de productos
derivados, tales como jugos y salsas para espagueti o pizza. Por ejemplo, el consumo de
tres vasos de jugo diarios provee 40 mg de licopeno, concentracion asociada con la
reduccion efectiva del colesterol LDL.

También se ha demostrado que el licopeno es capaz de reducir el estrés oxidativo y la
inflamacion intestinal en animales modelo, estos hallazgos sugieren que el licopeno o
extractos de licopeno poseen propiedades anti-inflamatorias (Mahajan et al., 2009;
Carrillo et al., 2010).
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I1.- Principales nutrientes presentes en el Jitomate

Los jitomates son ricos en vitaminas A y C, aparte del B-caroteno y licopeno (Mangels
et al., 1993), aunque otros carotenoides también estan presentes, como o y [-
criptoxantina, o-caroteno, y caroteno, { caroteno, neurosporeno, fitoeno, fitoflueno,
ciclolicopeno y 5,6 epoxido B-caroteno (Carrillo et al., 2010). El a caroteno, 3-caroteno
y la B criptoxantina tienen actividad pro-vitamina A y son convertidos a retinal en los
mamiferos (Burns et al., 2003). Los minerales y la vitamina C son nutrientes presentes
en el jitomate que pueden variar con las condiciones de cultivo, por ejemplo frutos
cultivados en hidroponia contienen mas Ca y vitamina C que los cultivados en sistemas
organicos, mientras que los contenidos de P y K son mas estables a las condiciones de
cultivo (Guil y Rebolloso, 2009).

También el contenido de antioxidantes en el jitomate puede variar de acuerdo con la
ubicacién en el fruto. Al-Wandawi et al. (1985) reportaron que el pericarpio del
jitomate contiene los niveles mas altos de antioxidantes en comparacion con la pulpa y
las semillas.

Algunos ejemplos de estos antioxidantes en el pericarpio, son flavonoides, compuestos
fenolicos y 4acido ascoérbico principalmente. Mientras que las semillas contienen
aminoacidos esenciales y minerales (Fe, Mn, Zn y Cu), asi como acidos grasos
monoinsaturados como el oleico (Steward et al., 2000; Toor et al., 2005). Entre los
principales flavonoides se encuentran la chalcona, naringenina, rutin flavonol y
quercetina glicosido (Bovy et al., 2002). Lo anterior resulta importante debido a que
durante el cocinado o procesado del fruto, con frecuencia se retiran tanto la piel como
las semillas, lo cual resulta en una pérdida en los beneficios nutricionales adjudicados al
consumo del jitomate. Mientras que Steward et al. (2000) consideran como principales
flavonoides a la quercitina conjugada y al kaempferol, en concentraciones de 13.8+ 0.6
mgy 0.48 £ 0.03 mg por 100 g de fruto fresco de jitomate.

Por otra parte en frutos de estadio maduro, los niveles maximos de carotenoides totales
y licopeno se obtienen en los tejidos mds externos como exocarpo y mesocarpo,
disminuyendo considerablemente la concentracion de estos pigmentos en los tejidos
mas internos como columela y mucilago (Lopez-Casado et al., 2003).

También los contenidos de vitaminas “antioxidantes” varian notablemente en el
jitomate, asi la vitamina “C” es la mas abundante (22-48 mg/100 g fruto fresco),
continua el contenido de vitamina E, principalmente a-tocoferol en semillas, desde 0.1
mg a 3.2 mg/100g. Otras vitaminas como la tiamina 0.07g, riboflavina 0.04mg, niacina
0.9mg, vitamina B6 0.13mg, estan presentes en 100g de porcion comestible (Steward et
al., 2000).

I11.- Factores que influyen en la composicion nutrimental

En general se considera que las condiciones ambientales de cultivo de frutas y hortalizas
determinan en gran medida el contenido de nutrientes, entre algunos de ellos se
encuentran: la intensidad de luz, pH del suelo, frecuencia de riego, tipo y momento de
fertilizacion, entre otros.
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Asi por ejemplo Ortega (2004), considera que la realizaciéon de un aporte temprano de
nitrogeno en la produccion de jitomate favorece la formacion de carotenos, pero si su
aporte es excesivo se puede inducir un abundante desarrollo foliar, mala conservacion
de las raices, disminucién en el contenido de carotenos y un aumento de nitratos.
Abushita et al. (2000) y Dumas et al. (2003) realizaron investigaciones similares para
identificar la variedad de jitomate que maximizard el contenido de licopeno,
considerando la disponibilidad de radiacion fotosintética, influencia de temperatura,
practicas de irrigacion, asi como condiciones de siembra y cosecha. También la
composicion quimica del fruto de jitomate puede verse influida por los sistemas
utilizados durante su produccion. Al respecto, Lippert (1993) considera que los sistemas
hidroponicos comparados con los sistemas en suelo en invernaderos, pueden mantener
contenidos mas altos de 4cido ascorbico. Weibel ef al. (2000) y Heaton, (2001) sefialan
que los cultivos orgénicos contienen un mayor contenido de vitaminas, minerales y en
general de antioxidantes en comparacion con los sistemas de cultivo tradicionales.

a) Influencia del estado de madurez

La composicion de antioxidantes presente en jitomate se encuentra determinada por el
proceso de maduracion del fruto, en este fendmeno bioquimico se condicionan cambios
metabolicos, modificaciones de aspecto y atributos de calidad. En las alteraciones
metabolicas se inducen cambios en los contenidos de las clorofilas y carotenoides.
Donde generalmente el curso de ambos compuestos dentro y fuera de la planta consiste
en que las clorofilas son degradadas y se desencadena el proceso de carotenogénisis,
que consiste en incrementar el contenido de carotenoides, especificamente de licopeno,
el cual se encuentra directamente relacionado con el grado de madurez del fruto
(Solovchenko et al., 2005).

Durante el inicio del proceso de madurez, los cloroplastos estan completamente
saturados de clorofila, localizada en las granas, especificamente en las laminillas
formando un conglomerado esférico en forma de cristales unidos a lipidos,
lipoproteinas, proteinas y a veces carotenoides (Brarnley, 1995). La transicion a los
diferentes estados de madurez se denota por el cambio de coloracién, dando como
resultado el cambio de cloroplastos a cromoplastos.

Asi mismo, la maduracion es un proceso complejo y genéticamente programado que
puede resultar en modificaciones considerables del fruto en color, textura, olor, sabor y
aroma (Giovannoni, 2007). Se conoce que durante este proceso se encuentra establecido
un orden de expresion de ciertos genes, los cuales estdn asociados con la sintesis de
enzimas requeridas durante la maduracion.

Parte de los cambios relacionados con maduracion estdn determinados por la velocidad
respiratoria de los frutos, la cual puede considerarse como un indice de los cambios de
composicion. A mayor velocidad respiratoria mayores cambios en la composicion, el
episodio respiratorio en el cual la maduracion del fruto culmina fuera de la planta y
conviene recolectarlos antes de su maduracion se conoce como climaterio; un ejemplo
de frutos climatéricos es el jitomate.
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De ahi que en relacion con el proceso de maduracion se ha definido la siguiente
clasificacion para la recoleccion del fruto del jitomate:

o  Madurez de consumo: momento en el que alcanzan las mejores caracteristicas
organolépticas y la fruta es mas adecuada para su consumo.

e Madurez comercial: momento en que la fruta debe ser colectada y en general es
un periodo anterior a la madurez gustativa o de consumo.

e Madurez fisioldgica: cuando las semillas del fruto han evolucionado lo
suficiente para que sean viables. (Ortega et al., 2004)

De acuerdo con la relacion del grado de madurez y el contenido de antioxidantes, se
estima que en un jitomate maduro el contenido de licopeno oscila entre el 80-90% de
los carotenos totales, siendo ademas el que presenta un mayor efecto protector en contra
de los radicales libres (Hadley et al., 2002; Voutilainen et al., 2006), mientras que los
jitomates cosechados en estadios de madurez verdes tienen bajos contenidos de
licopeno. Los diferentes estadios de madurez (verdes, amarillos, rojo claro y rojo)
afectan la composiciéon de antioxidantes, asi por ejemplo, la luteina se mantiene
constante en las dos primeras etapas, mientras que el B-caroteno se incrementa en
jitomates amarillos (Bohn, 2004).

Abushita et al. (1997) analizan la presencia de 4acido ascérbico, B-caroteno y tocoferoles
en jitomates y mencionan que los contenidos de acido ascorbico son mas altos en frutos
verdes y se reducen conforme maduran los frutos. En contraste B-caroteno, a y B
tocoferoles se incrementan con la madurez mientras que los y- tocoferoles presentan los
mayores contenidos en frutos amarillos, reduciéndose conforme se incrementa la
madurez. Johnson et al. (2000) reportan las variaciones en diferentes tipos de xantofilas
y carotenoides durante los estados de maduracion del jitomate (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Variacion de los carotenos durante los diferentes estadios de maduracion
del jitomate.

Carotenoides Xantofilas Total
F FF £C L yC Be Lut Viola Neo
Madurez:
Verde
0 0 0 0.1 0 2.1 4.7 1.7 1.5 10.1
Madurez:
Corte
1.9 0 0 3.7 0.4 5.6 1.5 04 1.1 15.9

Madurez:24ddc

409 222 7.5 105 113 368 6.4 2.3 6.4 207

F: fitoeno, FF: Fitoflueno, {C: (caroteno, L: licopeno, yC: y carotenos, BC: B carotenos, Lut:
Luteina, Viela: Violanxantina, Neo: Neoxantinas, ddc dias después del corte, contenidos
reportados en pg/g de peso fresco en fruto (Johnson et al., 2000).
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b) Influencia de las condiciones ambientales

Los factores varietales y medio ambientales pueden incidir sobre la composicion
quimica del jitomate (Abushita et al., 1997). Se han encontrado diferencias consistentes
en las concentraciones de licopeno de jitomates de diversas variedades, que de acuerdo
con las condiciones ambientales como temperatura e intensidad de luz influyen
directamente sobre la desnaturalizacién o acumulacién de licopeno. Especificamente los
precursores del licopeno son inhibidos a temperaturas por debajo de 12 °C y por encima
de 32 °C, el intervalo mas favorable para la produccion de licopeno se encuentra entre
22 y 25 °C. Adicionalmente a las condiciones de temperaturas, las humedades extremas
influyen reduciendo los contenidos de licopeno. Nguyen et al. (1999) consideran la
susceptibilidad del licopeno a la oxidacion, exposicion a la luz y pH extremos, sin
embargo consideran que este compuesto presenta una mayor estabilidad en la matriz del
jitomate que de forma aislada.

Los fertilizantes con diferentes proporciones de Nitrégeno (N) y Fosforo (P) también
muestran un incremento en las concentraciones de licopeno (Bruulsema et al., 2004).
Particularmente Haukioja et al. (1998) sefialan que cuando la disponibilidad de N es
limitada, se puede afectar el balance de C/N en las plantas y se limitan también procesos
metabolicos incluyendo metabolitos secundarios, como compuestos fendlicos y
terpenoides. También se considera que la biosintesis de los carotenoides se encuentra
altamente influenciada por la intensidad de luz solar. En sistemas con sombra puede
verse afectado el contenido de licopeno en el cultivo de jitomate, donde los frutos
también pueden encontrarse expuestos altas temperaturas y afectar la produccion de
licopeno, este fendmeno también puede ser observado en sistemas de cielo abierto a
ciertas horas del dia.

En un estudio sobre el efecto de la temperatura a 20, 30 y 35 °C con un periodo de 5 a
10 dias de almacenamiento post cosecha se considerd la conversion de acido
mevalonico a carotenos, donde el contenido de licopeno se vio incrementado a 20 °C en
contraste con 35 °C (Hamazu et al., 1998). Mientras que las concentraciones de f3-
caroteno fueron mas altas a 35 °C. La conversion de 4cido mevaldnico a f-caroteno
tendid a incrementarse con el aumento de la T de almacenamiento. En contraste, las
altas temperaturas estimularon la conversion de licopeno a 3 caroteno.

Juroszek et al. (2009) encontraron diferencias significativas en los contenidos de acido
ascorbico desde 20.83 pg.g”' PF(peso fresco) hasta valores de 31.13 pg.g”’ PF, de
acuerdo con las variedades de cultivo y otros factores como son el pH, contenido de
humedad, temperatura entre otros (Marfil et al., 2008). Dumas et al. (2003) reportan que
al haber una mayor exposicion de luz sobre los frutos se favorece la acumulacion del
acido ascorbico. Mientras que Merzlyak y Solovchenko, (2002) consideran que las
clorofilas pueden influir sobre la degradacion de algunos carotenoides durante su
exposicion a la luz, es decir los carotenoides pueden presentar una mayor estabilidad a
la luz en ausencia de las clorofilas.
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Lopez et al. (1996) senalan que limitaciones de azufre en las plantas de jitomate pueden
afectar el color y causar alteraciones en el proceso fotosintético, donde especificamente
se relacionan bajos niveles de S con la inhibicion de la biosintesis de licopeno.

¢) Influencia del procesado

La segunda funcion que tienen los compuestos antioxidantes es impartirles el color
caracteristico a frutas y vegetales, de ahi que la exploracion de procesos por mantener a
los carotenoides es muy importante para la calidad nutricional y sensorial de los
productos. Toor et al. (2004) consideran al licopeno, flavonoides, compuestos fendlicos,
vitaminas C y E como responsables de la actividad antioxidante de jitomates tanto
crudos como procesados.

Se sabe que el contenido de carotenoides totales muestran una reduccion en jitomates
deshidratados, en polvo o puré (Heredia ef al., 2007). Dichos contenidos pueden estar
presentes en el pericarpio de frutos o tallos y llegan a contener cierta cantidad de
clorofilas, las cuales pueden influir sobre la isomerizacion y degradacion de los
carotenoides durante el almacenamiento. También se ha demostrado que durante el
procesado de vegetales en ciertas operaciones como el cortado, condiciones de manejo,
empacado y almacenamiento se reducen las concentraciones de algunas vitaminas,
minerales y fitoquimicos. La pérdida de nutrientes se ve acelerada seguida de la ruptura
de tejidos, lo cual se asocia con la induccion de la biosintesis de varios compuestos que
pueden afectar el contenido de antioxidantes y la calidad del producto. Por ejemplo, la
sintesis de etileno después de las operaciones de cortado, pueden estimular una serie de
respuestas fisiologicas incluyendo la pérdida de vitamina C y clorofilas, asi como la
induccién del metabolismo de polifenoles (Brecht ez al., 2004).

Aunque también se sugiere que un gran contenido de licopeno y actividad antioxidante
total, puede ser obtenido a partir de jugo de jitomate que ha sido procesado
térmicamente, en comparacion con lo observado en jugo fresco (Wang et al., 1996).

En el Cuadro 4.2 se comparan los contenidos de acido ascorbico de fruto fresco y etapas
comunes durante el procesado de jitomate, donde las trituraciones con calentamiento
(“hot-break™) y evaporacion al vacio producen pérdidas del 38% y 16%,
respectivamente. Las diferencias en la cantidad de &cido ascorbico “conservado” en las
diferentes etapas permite considerar a este compuesto, como un indice de control de la
degradacion oxidativa, producida durante el almacenamiento y/o coccion del jitomate
(Abushita et al., 2000). Mientras que algunos reportes asumen que el contenido de
compuestos fendlicos presentes en las partes externas de frutas y vegetales,
particularmente acumulados en las vacuolas; se ve incrementado durante el procesado
de los alimentos. Lo cual se debe a que se acelera el rompimiento celular, sin embargo
se evita la desnaturalizacion de los compuestos fenodlicos a través de la desactivacion de
enzimas de tipo oxidativo e hidrolitico, que podrian degradar los antioxidantes; lo que
permite un incremento en el contenido total de los compuestos fendlicos en productos
de vegetales (Rolle et al., 1987).
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Cuadro 5.2. Variacion en el contenido de acido ascorbico de acuerdo con el
procesamiento de jitomate.

Etapas Contenido
de procesamiento de 4cido ascérbico’
Fruto fresco 3.17
Trituraciones con 1.96
Calentamiento ’
Pasta de jitomate 1.45

" mg/g de materia seca

En general los carotenoides (licopeno, caroteno, xantofilas) responsables de los colores
rojo, naranja y amarillo del jitomate, asi como los de accidon vitaminica como (a0 y B
caroteno y la criptoxantina) precursores de vitamina A, se consideran estructuras
estables al calor durante el procesamiento y coccion, sin embargo al ser estructuras
altamente insaturadas son especialmente susceptibles a la oxidacion en presencia de
grasas oxidadas (Ortega et al., 2004). En el Cuadro 5.3 se presentan los diferentes
contenidos de antioxidantes como licopeno, vitaminas C y E, polifenoles y folatos, en
productos como salsa y pasta de jitomate; en comparacion con los observados en fruto
fresco (Riso et al., 2004).

Cuadro 5.3. Contenido de compuestos antioxidantes en fruto fresco y productos de
jitomate.

Antioxidante Fruto Fresco Producto

Salsa Pasta

Licopeno 1.5-5.6 6.5-19 51-59
Vitamina C 19 -25 13 42
Vitamina E 04 1.4 4.2
Polifenoles 4a?2s (**) (**)
Folatos 15 9 22

Contenidos reportados de Licopeno, Vitamina C y E, Polifenoles en mg/100g, Folatos
en pg/100g. (**) Datos no reportados.

Dewanto et al. (2002) mencionan que los tratamientos térmicos pueden llegar a
incrementar el contenido de fitoquimicos de la matriz del fruto de jitomate y que
ademas la presencia de licopeno en fruto fresco es esencialmente configuracion trans,
durante el procesamiento el calentamiento induce la isomerizacion de trans a cis.
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Es posible que los procesos rompan las paredes celulares y los enlaces entre licopeno y
el tejido de la matriz, lo que vuelve mas accesible este compuesto y enfatiza la
isomerizacion cis (Chang, 2005). Estos isomeros cis tienden a incrementarse con la
temperatura y el tiempo de procesado. En general en jitomates deshidratados o en polvo,
el licopeno es menos estable que el procesado, sellado herméticamente y almacenado en
atmosfera inerte. Mientras que productos que son congelados y calentados-esterilizados,
exhiben una excelente estabilidad del licopeno aunque su temperatura de
almacenamiento se encuentre fuera de los limites de control.

La biodisponibilidad de los isomeros cis en los alimentos es mayor que la de los
isémeros trans, ademas de ser mayor en productos de jitomate que en frutos no
procesados. La composicion y estructura del alimento también impacta en la
biodisponibilidad del licopeno posiblemente por la disposicion desde la matriz en el
tejido del fruto (Shi et al., 2000).

La eficiencia de las vias metabolicas varia dependiendo del estado de desarrollo del
organismo y de factores externos. Especificamente los carotenoides son sintetizados a
partir de cuatro moléculas de isopentenil pirofosfato (IPP) y una de C5 prenilfosfato
que a su vez es sintetizada en los plastidos por la ruta de 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato,
(MEP). Se ha demostrado que los patrones de expresion de transcritos y proteinas de la
ruta MEP, se acumulan principalmente en tejidos fotosintéticos y durante el desarrollo
temprano de la plantula. Es probable que estos patrones de expresion respondan a la alta
demanda de pigmentos (clorofilas y carotenos) que se requieren para el establecimiento
de los complejos fotosintéticos durante el desarrollo temprano en plantas. También se
considera que la expresion de los genes de la via MEP se modula por distintas sefiales
externas e internas como son la luz y niveles de azucares (Ledn et al., 2007).

Las moléculas de IPP desempefian funciones muy variadas para el desarrollo y la
diferenciacion de plantas incluyéndose componentes estructurales de membranas y
fotoprotectores.

En general, los diferentes isoprenoides derivan de la condensacion de dos unidades
comunes de cinco carbonos: el isopentenil difosfato (IPP) y su isomero dimetil-alil
difosfato (DMAPP). Las moléculas de isoprenoides son convertidas a geranil geranil
difosfato (GGPP) con C20, las enzimas que participan son la isopentil difosfato
isomerasa (IPI) y la geranilgeranil difosfato sintetasa (GGPS). Se realiza la
condensacion de dos moléculas de GGPP por medio de la fitoeno sintetasa (PSY) en
plantas, mientras que para bacterias es fitoeno sintetasa bacteriana (CrtB), produciendo
15 cis fitoeno el cual es convertido a licopeno por la accidén de dos enzimas desaturasas,
la fitoeno desaturasa en plantas (PDS) y la zeta-caroteno desaturasa (ZDS). Con esta
ruta se producen compuestos poli-cis que son convertidos en trans a través de la accion
de las carotenoides isomerasas CrtISO y ZISO.

Posteriormente el licopeno es el sustrato de dos ciclasas la € ciclasa y la 3 ciclasa (LCY-
e y LCY-b), las cuales actuan juntas en la parte final de la molécula para permitir la
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formacion del a-caroteno, mientras que la B ciclasa(LCY-b) actua sola también para la
sintesis del B caroteno.

Mientras que la Beta LCY-b es responsable de la formacién de anillos B en los
cromoplastos de los jitomates. Posteriormente los o y B carotenos son hidroxilados por
la no-hemocaroteno hidroxilasas (CHY1 y CHY2) y las citrocromo P450 caroteno
hidroxilasas (CYP97A y CYP97C), en las flores de jitomate la CHY1 es la principal 8
hidroxilasa. (Galpaz, 2006)

La CYP97C se encarga de la hidroxilacion de los anillos épsilon de la luteina. Las beta
xantofilas pueden ser epoxi o desepoxidadas por medio de las enzimas zeaxantina
epoxidasa (ZEP) y la violaxantina des-epoxidasa (VDE), manteniendo el ciclo de las
xantofilas. Se sugiere que la sintesis de la neoxantina es controlada por una paraloga a la
B ciclasa la BETA ABA4 a partir de la violaxantina (Figura 5.1).

Durante el metabolismo de algunos carotenoides especializados como la capsorubina un
cetocarotenoide, se sintetizan a partir de la violanxantina a través de la accion de las
capsantina-capsorubina sintetasa (CSS). Se ha encontrado que en ciertos organismos
marinos la astaxantina es sintetizada por las enzimas cetolasas, CrtW, CrtO y
AdKETO (Giuliano, 2008). Finalmente se relaciona la produccion de acido abscisico
(ABA) a partir de Viola y Neoxantina, especificamente en jitomate. Galpaz (2008)
reporta que existe una relacion inversa entre los niveles de ABA y el numero de
plastidos, en mutantes deficientes de ABA (flacca, sitiens y hp3) se presenta un
incremento en los niveles de licopeno asi como en los niveles de plastidos.

La ingenieria genética de los carotenoides en jitomate tiene como principales lineas de
investigacion: incrementar los niveles de licopeno, B- caroteno y xantofilas. Para
mejorar los niveles de licopeno se ha trabajado en la sobreexpresion de los genes
tempranos tales como CrtB y DXS, en el silenciamiento de ciertos genes que
involucrados en la sintesis de LCY-b o BETA las cuales utilizan al licopeno como
sustrato y finalmente sobre la expresion de ciertos genes codificantes de proteinas que
se unen directamente a los carotenoides (Simkin, 2007).
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Figura 5.1. Ruta de la biosintesis de carotenoides, los nombres de los sustratos
aparecen en azul y las enzimas en negro, rojo y verde. (Giuliano ef al., 2008)
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VI. CAPITULO III

IDENTIFICACION Y SELECCION DE LOS PRINCIPALES SISTEMAS DE
PRODUCCION DE JITOMATE BAJO INVERNADERO EN EL MUNICIPIO DE
AQUIXTLA, PUEBLA

IDENTIFICATION AND SELECTION OF MAJOR SYSTEMS IN GREENHOUSE
TOMATO PRODUCTION IN AQUIXTLA, PUEBLA

RESUMEN

En los ultimos diez afios algunos municipios de la Sierra Norte de Puebla, como Tetela
de Ocampo, Aquixtla, Zacatlan e Ixtacamaxtitlan han promovido intensamente el
establecimiento de invernaderos para la producciéon de jitomate. Por lo que en el
presente trabajo se realizo un Diagnostico de tipo sistémico en el Municipio de
Aquixtla, Puebla considerada como una de las principales regiones productoras de
jitomate en el estado. El objetivo del estudio fue identificar y caracterizar los sistemas
agricolas de produccion de jitomate en invernadero de las diferentes comunidades del
municipio. La metodologia consistid6 en tres fases: seleccion del area de estudio,
diagnostico e integracion y sistematizacion de la informacion. Para la primera fase se
consider6 la revision de fuentes de informacion secundaria y entrevistas con
informantes clave, en la segunda fase se utilizaron diferentes técnicas como recorridos
de campo, talleres participativos y encuestas con productores y en la tercera fase se
realiz6 el andlisis de la informacion. La informacion obtenida permitid conocer la
situacion actual en los sistemas de produccion, al considerar diferentes condiciones de
manejo, cultivares, superficie sembrada, tipos de invernaderos, lo que contribuy6 a la
identificacion y seleccion de los principales sistemas de produccion de jitomate del
municipio de Aquixtla. El cual cuenta con una superficie cultivada de jitomate en
invernadero de aproximadamente de 19 ha con un total de 80 productores, donde
algunas de las localidades representativas son: La Loma, Cuautieco, Atlomulco,
Aquixtla y Tlaltempa. En estas localidades se identificaron dos tipos de sistemas de
produccion en invernadero: hidroponico y el de fertiirrigacion. Se encontré que los
productores utilizan principalmente el sistema de fertirrigacion, que corresponde al
73.81% de la produccion total. Sin embargo, los sistemas de produccion difieren entre
comunidades de acuerdo con las condiciones de manejo, rendimiento, variedades y
ciclos de cultivo.

Palabras claves: Aquixtla, diagnostico, hidroponia, fertirrigacion, jitomate.

57



ABSTRACT

During the past ten years, some municipalities in the Sierra Norte de Puebla state such
as Tetela de Ocampo, Aquixtla, Zacatlan and Ixtacamxtitlan have strongly promoted the
establishment of greenhouses for tomato production. Therefore in the present study was
carried out a Diagnosis of Systemic type in the Municipality of Aquixtla, which is a
major tomato producing region of the state of Puebla. The objective was to identify and
characterize the agricultural systems in greenhouse tomato production in the different
communities in this municipality. The methodology consisted of three phases: selection
of the study area, diagnosis -integration and systematization of information. For the first
phase was considered the review of secondary sources of information and interviews
with key informants, in the second stage was used different techniques such as field
trips, participatory workshops and surveys with producers and the third phase was made
the analysis of information. The information obtained allowed to know the current
situation in production systems, considering different management conditions, cultivars,
cultivated land, types of greenhouses, which contributed to the identification and
selection of major tomato production systems in the municipality of Aquixtla. This
region has a cultivated surface in tomato greenhouse of about 19 ha with a total of 80
producers, where some representative communities are: La Loma, Cuautieco,
Atlomulco, Aquixtla and Tlaltempa. In these locations were identified two types of
production systems: hydroponics and the fertirigation. The producers mainly use the
fertirigation system, corresponding to 73.81% of total production. However, production
systems differ among communities according to management conditions, yield, varieties
and crop cycles.

Keywords: Aquixtla, diagnosis, fertirigation, hydroponics, tomato.
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INTRODUCCION

Entre las principales hortalizas producidas mundialmente se encuentran el tomate o
jitomate, cebolla, sandia, pimiento y pepino (FAOSTAT, 2006). Durante el 2009,
Meéxico produjo 1,947,466 ton de jitomate, con un rendimiento promedio de 39 ton/ha,
en una superficie sembrada cercana a las 54 mil hectareas (SAGARPA, 2010), de las
cuales el estado de Puebla contribuydé con 27,399 ton. Se ha promovido el
establecimiento de invernaderos para el cultivo de jitomate en los municipios de la
sierra norte como Tetela de Ocampo, Aquixtla, Zacatlan e Ixtacamaxtitlan, como una
alternativa de desarrollo agricola (SAGARPA, 2008). Por lo antes citado en una primera
aproximacion se propuso realizar un “Diagnéstico sistémico sobre los invernaderos
en el Municipio de Aquixtla, Puebla”, que de acuerdo con la informacién obtenida es
una de las principales zonas productoras de jitomate en condiciones protegidas.

Se selecciond el diagndstico agricola sistémico debido a que puede ser utilizado como
método de recopilacion de informacion, a partir de la cual se pueden tomar decisiones
sobre las prioridades de investigacion y formulacion de proyectos o acciones (Geilfus,
1998). Este diagndstico considera la dimension espacial del objeto en estudio o del
sistema agrario, al entender a este ultimo como una unidad territorial o geografica
siendo el punto de partida en el estudio, donde sus principales compontes son: el medio
fisico, con su ecosistema, recursos naturales, infraestructuras y por otra parte, la
sociedad local, con sus grupos sociales, instituciones, etc., donde este conjunto de
elementos interaccionan entre si de manera dindmica y estan organizados en funcion de
un objetivo (Apollin y Eberhart, 1999).

Segtin Debe, (2005) un sistema de produccion, aquel que se encuentra integrado por:
suelo, agua, recursos genéticos, insumos; tecnologias y herramientas agricolas; mano de
obra; capital fijo (edificios, medios de transporte y las maquinarias para la produccion,
conservacion, transformacion y comercializacion); capital de trabajo y conocimientos
(asistencia técnica, educacidn, cultura tradicional y capacitacion) (Debe, 2005). De
manera similar Turrent et al. (2005) define un sistema de produccién como el area de
cultivo donde interactan el suelo, agua, clima, planta, manejo, mismos que determinan
el rendimiento de los cultivos.

En base a la informacion anterior se propuso como objetivo del diagndstico identificar
y seleccionar los sistemas de produccion de jitomate, de acuerdo con las localidades que
presentaran mayor rendimiento, superficie cultivada y numero de productores en el
Municipio de Aquixtla, Puebla.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del diagnostico se consideraron tres fases las cuales se detallan a
continuacion:

Primera Fase: Seleccion del area de estudio

Esta fase consistid0 en la consulta de informacion secundaria para conocer las
caracteristicas propias de la region y sus habitantes. Entre las fuentes consultadas
estuvieron: Diagnodsticos del Programa de Fortalecimiento de Empresas y de
Organizaciéon Rural (PROFEMOR), (2006), Plan de Desarrollo Municipal Aquixtla,
(2008), anuarios, entre otros. Asimismo se obtuvo informacion mediante entrevistas con
informantes clave como: el presidente municipal, productores fundadores en la
produccion de jitomate en invernadero, proyectistas y técnicos que conocian las
actividades agricolas de los sistemas de produccion. En las entrevistas se consideraron
tematicas como: actividades, tecnologias y tiempo de manejo de los sistemas de
produccion (ANEXO I).

Segunda Fase: Diagnostico

Esta fase consistid en conocer los elementos y procesos que operan en los sistemas
productivos, para lo cual se seleccionaron instrumentos de trabajo como recorridos de
campo, talleres participativos y encuestas con productores (ANEXOS I y II). Estas
técnicas se consideran adecuadas para tener un mayor conocimiento de la realidad de la
region y entender las relaciones entre los informantes y su medio (Geilfus, 1998; Jouve,
1993).

a) Observaciones directas en recorridos de campo

Para realizar los recorridos de campo se definieron transectos y distancias con base en
mapas del municipio de Aquixtla proporcionado por el ayuntamiento municipal, asi
como informacioén obtenida de informantes clave.

Los recorridos se realizaron por los sistemas de produccion con la participacion del
productor, con un planteamiento previo del objetivo, los sitios a visitar y la informacion
que se pretendia recabar (ANEXO I).

Asimismo se utiliz6 un libro de campo para anotar la informacion proporcionada
expuesta por los participantes (Ocampo y Escobedo, 2006).

b) Talleres participativos y encuestas con productores

Se realizaron talleres participativos con los productores utilizando diversas técnicas
como Lluvia de Ideas y Arbol de Problemas (Geilfus, 1980). Lo que permitié obtener
informacion de las condiciones de cultivo por sistema de produccidon, asi como
identificar sus principales problemas.
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En el ANEXO II se mencionan los contenidos tematicos de los Talleres Participativos
considerando los componentes en cada uno de los sistemas y los principales factores
que pueden llegar a limitar la produccion.

El ANEXO III se presenta el cuestionario utilizado para la realizacién de las encuestas
que fueron aplicadas a los productores en forma oral e individual.

Se utilizaron preguntas no estandarizadas aunque si, ordenadas y formuladas (guia o
test), con el proposito de profundizar en el conocimiento de los sistemas de produccion
(Anexo II).

Tercera Fase: Andlisis de la Informacion

Con el analisis de la informacion obtenida en las fases anteriores se propusieron dos
sistemas de acuerdo con las condiciones de cultivo descritas por los productores: 1)
sistema de invernaderos en hidroponia y 2) sistema con invernaderos en suelo o
fertiirrigacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo de campo inici6 con la presentacion ante las autoridades municipales de la
region de Aquixtla, para informarles sobre las actividades a realizar y sobre las
posteriores reuniones tanto con autoridades, como con lideres, técnicos y productores
relacionados con los sistemas de produccion. Posteriormente se realizaron salidas a la
region de estudio para obtener una vision global de las actividades econdmicas que se
desarrollan, posicion geografica y existencia de invernaderos en las comunidades que
conforman el Municipio. Los resultados obtenidos en el diagnodstico se exponen a
continuacion de acuerdo con las fases propuestas en la metodologia.

Primera Fase: Seleccion del area de estudio

Se logréo documentar que desde hace siete anos se ha promovido el establecimiento de
invernaderos para producir jitomate en el Municipio de Aquixtla, como una alternativa
de produccion horticola y de diversificacion de cultivos. Aquixtla se localiza en la parte
noroeste del estado de Puebla sus coordenadas geograficas son: los paralelos 19° 42' 42"
y 19° 51' 54" de latitud norte y los meridianos 97° 49' 36" y 97° 54' 06" de longitud
occidental (Figuras 6.1 y 6.2).

Las colindancias del Municipio en estudio son al norte con Zacatlan y Chignahuapan, al
sur con Ixtacamaxtitlan, al oeste con Tetela de Ocampo y al poniente con Chignahuapan
(Figura 6.2) (INEGI, 2006 y PROFEMOR, 2006).

61



Figura 6.1. Ubicacion de la region de estudio: Municipio de Aquixtla en el noreste del

Estado de Puebla.
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Fuente: Direccion de Desarrollo Rural y Agropecuario 2007

Figura 6.2. Micro localizacion de la region de estudio y municipios colindantes.
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El clima de Aquixtla se localiza dentro de la zona de climas templados de la sierra
norte; se identifica como un clima templado subhtimedo con lluvias en verano;

temperatura media anual entre 12 y 18 °C; la precipitacion invernal con respecto a la
anual es menor al 5% (INAFED, 2007).

El Municipio de Aquixtla tiene una superficie de 190 kilémetros cuadrados que lo
ubican en el lugar 65 con respecto a todos los municipios del Estado y cuenta con una
poblacion de 7,386 habitantes (Censo, 2005), misma que se encuentra distribuida en 20
localidades (Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Localidades y distribucion de la poblacion total del municipio de Aquixtla,
Puebla.

Localidad Poblacion Total
Aquixtla 855
Pachuquilla 297
Tlacomulco 156
Tlaltempa 368
Ayocuantla 118
Cuayuca 307
Cuautieco 657
Chaucingo 142
La Loma 285
Chichicaxtla 627
Tlacuitlapa 322
Atexcac 530
Cuautolanico 217
Tlachiapa 171
Atecoxco 416
Chignahuacingo 324
Ecapactla 160
San Alfonso 272
Ilotepec 154
El Terrero 920

Total 7, 386 hab

Fuente: Plan de desarrollo Municipal de Aquixtla 2008-2011

La principal actividad econémica del municipio es la agricola, entre los cultivos que
sobresalen se encuentran: granos como el maiz, frijol, haba, cebada y avena; en cuanto a
la fruticultura se cultiva la manzana “golden” con una superficie aproximada de 35
hectareas con 40 mil plantas sembradas. Especificamente en la produccion de hortalizas
sobresale el jitomate que se produce en invernaderos y cuya superficie alcanza
aproximadamente 19 hectareas distribuidas en 14 localidades (Figura 6.3 y Cuadro
6.2).
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San Alfonso, 2 Cuautolanico,

Cuayuca, 3
La Loma, 8

-~

~

Chichicaxtla, 1

Pachuquilla, 3 Tlacuitlapa, 1

P El Terrero, 1

Atexcac, 2 Atecoxco,

Fuente: Direccion de Desarrollo Rural y Agropecuario 2007
Figura 6.3. Numero de invernaderos productores de jitomate establecidos por localidad
en el Municipio de Aquixtla, Puebla.

De acuerdo con el tipo de tecnologia utilizada se observdé que 73.81% de los
productores han optado por producir principalmente en suelo y el restante 26.19%
producen en hidroponia (Cuadro 6.2).

Cuadro 6.2. Numero de invernaderos en los sistemas de produccion de hidroponia y
suelo en las localidades del Municipio de Aquixtla, Puebla.

Localidad No. Superficie Superficie con Superficie con

Productores Cultivada Hidroponia Suelo

(has) (has) (has)
Cuautieco 10 1.53 0.63 0.9
Aquixtla 22 5.23 1.13 4.1
Tlacuitlapa 1 0.1 0 0.1
El Terrero 1 0.1 0 0.1
Atecoxco 2 0.2 0 0.2
Tlacomulco 11 2.8 0.9 1.9
Atexcac 2 0.4 0.2 0.2
Pachuquilla 3 0.9 0.2 0,7
Chichicaxtla 1 0.1 0 0,1
Tlaltempa 13 4.39 0.9 3.49
La Loma 8 0.99 0 0.99
Cuayuca 3 0.3 0.3 0
San Alfonso 2 0.3 0.3 0
Cuautolanico 1 0.65 0.15 0.5
Total 80 17.99 4.71 13.28

% de Produccion 26.19 73.81
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En las Figuras 6.4 A y 6.4 B se presentan los dos tipos de sistemas de cultivo
(hidroponia y fertirriego) considerados en las localidades de la region de estudio.

Figura 6.4. Invernaderos “prototipo” utilizados en el Municipio de Aquixtla para la
produccion de jitomate, (A) fertirriego y (B) hidroponia.

Con base en el Plan de Desarrollo Municipal de Aquixtla 2008-2011, la cantidad de
invernaderos reportados generan mas de 500 empleos directos en el municipio.
Adicionalmente a las consultas de fuentes secundarias de informacion, se realizaron seis
entrevistas con informantes clave, lo cual permitié conocer las tecnologias de cultivo,
actividades de manejo, ciclos de cultivo, variedades, superficie cultivada por
invernaderos, entre otros aspectos.

Entre los informantes clave entrevistados estuvieron el Presidente Municipal, Director
de Desarrollo Rural y Agropecuario y productores que cultivan en invernaderos
hidroponicos y/o fertirrigacion, cabe mencionar que el tiempo que llevan trabajando los
agricultores con ambos sistemas de produccion corresponde de 2 a 6 afios.

Las principales caracteristicas de los sistemas de produccion segin la informacion
obtenida con las entrevistas, se mencionan en el Cuadro 6.3 considerando aspectos
como tipo de invernadero, variedades, sistema de riego, superficie cultivada, sistemas
de almacenamiento de agua, entre otros.
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Cuadro 6.3 Componentes y condiciones de cultivo de los sistemas de produccion de
jitomate en Aquixtla, (2007).

Componente o condicion Descripcion

Tipo de invernadero Microtunel con cubierta de pléstico: calibre
720 de 70-80% de luminosidad y antigoteo.

Variedades y tipo de jitomate Reserva y Joya. Principalmente se produce
jitomate tipo saladette.

Trasplante Plantula de 15 dias con10 al5 cm de altura

Sistema de riego Espagueti o cintilla

Rendimientos 20-30 ton

Ciclos de cultivo Dos ciclos de cosecha (Feb-Jun) y Ago-Dic
y un ciclo: Feb-Nov.

Superficie Cultivada 1000- 1300 mts®

Control de condiciones ambientales Sistema de enfriamiento manual a través de
cortinas.

Sistema de Almacenamiento de Agua Represas

Fertilizacion Abono  organico, lombricomposta 'y

fertilizantes inorganicos.

Segunda Fase: Diagndstico

La informacion obtenida en esta fase proveniente de los talleres participativos y
entrevistas con productores, permitieron conocer las etapas y componentes que
conforman el proceso para la produccion de jitomate en invernadero. En la Figura 6.5 se
puede observar un esquema general para el cultivo de jitomate en hidroponia y
fertiirrigacion y posteriormente se detallan cada una de las etapas que conforman el
proceso.
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Eleccion de la variedad

condiciones

Requerimientos nutrimentales, resistencia mecanica, rendimiento, tipo de
crecimiento, propiedades fisicas (color, forma, tamafio), resistencia a

ambientales y plagas

Procedimientos de
Sanitizacién: sustrato
(tezontle) y sistema de

riego

Actividades y labores agrénomicas previas al trasplante

\ 4
A

Colocacion del sistem

Cultivo de Plantula:
Almacigos con macetas
de polietileno y cond.
ambientales controladas

Labores de Manejo en el
sistema de fertirriego:
barbecho, fertilizacion,

rastreo v hechuras de camas.

ade Riego Cintilla o espaquetti

v

(15cm de altura, dist

Trasplante

]

ancia de 30cm entre plantula)

Monitoreo de
condiciones
ambientales, T, %H y

A

Practicas culturales y
Tutoreo, poda, po

Fumigacion
Adecuada, pertinente y
racional de plagasy
enfermedades del
cultivo.

Riego y fertilizacion:
Soluciones nutritivas de
acuerdo con demandas de la
planta y condiciones
ambientales presentes en el
invernadero.

labores agronomicas de cultivo
linizacion y raleo de frutos.

»
»

Cosecha:

Corte manual y preseleccion de los frutos por colores y tamafios

Alm

acenamiento:

Condiciones de acuerdo con las expectativas de comercializacion

Comercializacion:

Interna, nacional y de exportacion. Requisitos de calidad de acuerdo con las

exigencias del mercado.

Figura 6.5. Proceso para el cultivo de jitomate en invernadero propuesto para el

Municipio de Aquixtla.
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A.- Eleccion del cultivar

La eleccion del cultivar se hace en funcion de caracteristicas relacionadas con la
productividad, calidad y resistencia a enfermedades (Diez, 2000). Especificamente,
deben tomarse en cuenta: el porte abierto de la planta, la precocidad, calidad externa del
fruto, adaptacion al sistema, ciclo de cultivo y condiciones ambientales de estrés
(Salazar, 2008). Algunos de estos criterios son considerados para la eleccion de los
cultivares por parte de los productores de la region de Aquixtla, en donde aparte de la
resistencia a enfermedades, toman en cuenta la precocidad de la variedad utilizando
ciclos determinados e indeterminados. La seleccion también se realiza en funcion de las
demandas del mercado, los agricultores prefieren cultivar frutos tipo bola en el segundo
ciclo de cultivo que es cuando se incrementa el precio en el mercado.

Asi mismo seleccionan las variedades por su facil cultivo y requerimientos
nutrimentales, entre las variedades y tipos de jitomate que se cultivan con mayor
frecuencia en la region de Aquixtla se encuentran: “Reserva” y “7705”: tipo saladette y
“Charleston”: tipo bola.

B.-Actividades y labores agrondémicas previas al trasplante

Entre las actividades que requieren ser tomadas en cuenta previas al trasplante se
encuentran los registros de composicion y requerimientos del suelo (% de Materia
Orgénica, pH, salinidad, oligoelementos, elementos asimilables, entre otros).

Ademas de los registros que deben llevarse acerca del agua de riego como: pH, aniones
y cationes, dureza, etc. La informacioén obtenida de estos parametros es muy util para
cubrir las necesidades especificas de la planta. Asi mismo se requiere iniciar con los
registros de las condiciones ambientales como humedad relativa, radiacion fotosintética
y temperatura, los cuales son factores de suma importancia para el control de la

ventilacion del invernadero, asi como para resguardar la salud de la planta y del fruto
(Cadahia, 2001).

En las localidades visitadas durante los recorridos de campo, se observo que algunos
productores miden los pardmetros ambientales como temperatura y humedad relativa,
sin embargo no se lleva un registro en bitacoras propias del invernadero. La importancia
de evaluar las condiciones ambientales durante todas las etapas del cultivo hasta la
cosecha, radica en que estan directamente relacionadas con la polinizacion,
fecundacion, rendimiento y desarrollo de enfermedades.

Para la produccion de jitomate se recomienda mantener temperaturas menores de 30°C
durante el dia y mayores de 15°C durante la noche. Asi como humedades relativas en el
rango de 65-70% y la intensidad luminosa 5000 luxes (Castilla, 2001).
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Labores agrondmicas

Entre las labores agronomicas previas al trasplante que deben realizarse en los
invernaderos de fertiirrigacion se encuentran el barbecho, fertilizacion, rastreo y
formacion de camas. Estas labores permiten que el suelo tenga suficiente aeracion lo
que garantiza que el agua drene (Castilla, 2001). Especificamente en los invernaderos
de Aquixtla la fertilizacion inicial en los invernaderos de fertirrigacion consiste en la
incorporacién de abono organico principalmente estiércol crudo, el cual se aplica entre
2 a 3 toneladas por 1000m>.

C.-Colocacion del sistema de riego

El agua utilizada para el riego de los sistemas de produccion proviene de manantiales y
de represas, mismas son construidas por los productores para el almacenamiento del
agua pluvial.

Los sistemas de riego en los invernaderos de fertirrigacion son tipo cintilla, los cuales
son desinfectados y colocados por debajo del alcolchado manteniendo una distancia de
un metro entre plantas. Mientras que en los invernaderos hidropdnicos se utiliza el
sistema tipo espagueti considerando una distancia de 30 cm entre macetas.

D.- Trasplante

La produccion de la plantula debe realizarse en almacigos con semillas certificadas en
cuanto a variedad, mismas que son sembradas en charolas de poliuretano o PVC
generalmente con 200 cavidades. Estas pueden contener como medio de cultivo suelo
que aporta la materia organica y material inerte que sirve para retener humedad. Cuando
la plantula alcanza el tamafio adecuado para el trasplante es enviada al invernadero
(Sanchez et al., 2009). Es importante el control de las condiciones climaticas en el
almacigo para garantizar la germinacion de la semilla con una temperatura entre 18 y 24
°C y humedad del 60 %.

En los invernaderos en estudio el trasplante se realiza una vez que la plantula alcance
una altura entre 10 y 15 cm con 15 dias de crecimiento, independientemente de la
variedad. Normalmente se realizan los trasplantes en los meses de febrero para
variedades de ciclo corto y largo, considerando un segundo trasplante en los meses de
agosto especificamente para las variedades de ciclo corto. La mayoria de los
productores no cuentan con almacigos propios sino que adquieren la plantula con
proveedores de la region.

E.- Riego y Fertilizacion

La fertilizacion se realiza a través del sistema de riego por goteo, donde se suministran
los nutrimentos esenciales de acuerdo con las demandas de la planta.

Generalmente se parte de una solucion nutritiva que contiene fertilizantes como: nitrato
de calcio, sulfato de potasio, fosfato monoamonico, sulfato de magnesio, sulfato
ferroso, sulfato de manganeso, sulfato de cobre, tetraborato de sodio(borax) y sulfato de
zinc.
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La solucién madre se diluye hasta un cierto volumen final, a partir del cual se
distribuye en el sistema de riego considerando ajustar el pH y la conductividad eléctrica
de 5.5 y 2.5mS, respectivamente.

Especificamente en los invernaderos de la region de Aquixtla, la frecuencia de los
riegos y las aplicaciones de los fertilizantes se realizan de acuerdo con las etapas
fenoldgicas de la planta y las condiciones ambientales prevalecientes en el invernadero.
Existen diferencias en las dosis de los nutrimentos aplicados durante un mismo ciclo de
cultivo en los cuatro invernaderos seleccionados (Cuadro 6.4).

Cuadro 6.4. Nutrimentos aplicados durante un mismo ciclo de cultivo en los
invernaderos seleccionados en el estudio.

Nutrimentos (kg.ha’l)
Localidad N K P Ca Mg g
Tlaltempa 193 284 47 110 17 59
Cuautieco 471 407 249 190 23 151
Aquixtla 167 293 36 187 59 133
La Loma 259 392 118 74 50 94

Los macronutrimentos N, K y P son aplicados en dosis mas altas en las localidades de
Cuatieco y la Loma. Mientras que los micronutrimentos como el Ca son adicionado en
concentraciones menores en la localidad de La Loma, situacion similar se observo con
los otros dos nutrimentos Mg y S en el invernadero de la localidad de Tlaltempa.

Estas diferencias en la aplicacion de los fertilizantes podrian relacionarse con la falta de
uniformidad en el paquete tecnoldgico utilizado por los agricultores y los diferentes
niveles de asesoramiento técnico recibido.

F.-Practicas culturales y labores agronémicas de cultivo

Entre las practicas culturales que se realizan en ambos tipos de invernadero se
encuentran el tutoreo, poda, polinizacion y raleo de frutos. En el tutoreo se guia a la
planta en su crecimiento para lo cual se utiliza un hilo de plastico o rafia de
polipropileno.

La poda consiste en retirar los brotes laterales y apicales de la planta, permitiendo
reducir la competencia que se genera en la planta por agua, luz y nutrientes.

La polinizacién se realiza normalmente con un vibrador manual y se requiere mantener
la temperatura nocturna entre 13 y 24°C y la del dia entre 15 y 32°C, evitando que las
flores aborten; sin embargo, en los invernaderos recorridos no se tiene control de las
temperaturas nocturnas lo que propicia que la polinizacién no se realice de manera
uniforme. Finalmente en el raleo se eliminan frutos de menor tamafio para favorecer el
crecimiento de frutos de mayor tamafio y uniformes.
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G.-Fumigacion

El control eficiente de las plagas y enfermedades debe darse mediante la aplicacion de
productos preventivos, utilizados de manera adecuada y racional. El uso de
bioproductos es una buena alternativa para mantener una agricultura sustentable en la
region.

En los invernaderos visitados se observo que la aplicacion de plaguicidas es foliar y se
realiza para el control de las plagas mas comunes como tizon y mosquita blanca, cuya
presencia estd directamente relacionada con la falta del control de las condiciones
ambientales presentes en los invernaderos.

H.- Cosecha

Una cosecha eficiente implica colectar el fruto en un nivel apropiado de madurez, con el
minimo de dafos y pérdidas, tan rapido como sea posible y con un minimo de costos.
Por lo anterior se requiere realizar la programacion de las fechas de corte para disponer
de los materiales, maquinaria e instrumentos requeridos para la cosecha. Asimismo es
necesario conocer el grado de madurez que se requiere alcanzar el fruto de acuerdo con
la coloracion y tamano (Corrales, 2008).

En los invernaderos de Aquixtla la cosecha de los frutos inicia aproximadamente a los
90 dias después del trasplante y continua hasta el séptimo racimo, aunque depende si la
variedad es de ciclo determinado o indeterminado.

La colecta se realiza de forma manual y se considera la preseleccion del fruto en grados
de madurez fisiologica o de consumo de acuerdo con la coloracién que presente el fruto,
rosa claro y rojo oscuro respectivamente. Se considera que el rendimiento promedio
obtenido en los invernaderos recorridos corresponde a 30 toneladas por 1000 m”.

L.-Almacenamiento y comercializacion

El almacenamiento y la comercializacion del fruto dependen del destino del fruto ya sea
para su consumo en fresco o para ser procesado, ambos estan directamente relacionados
con los atributos de calidad, composicidon nutricional e inocuidad (Kader et al., 1977;
Orozco et al., 2008).

Debido a que la produccion de jitomate en Aquixtla obedece a las condiciones de oferta
y demanda del mercado y que su venta se realiza en fresco y a pie del invernadero, se
requiere que los frutos retinan las caracteristicas que exigen nuevos mercados en
términos de color, forma, tamafo, composicion nutrimental, sanidad e inocuidad.

PRINCIPALES PROBLEMAS DIAGNOSTICADOS EN LOS SISTEMAS DE
PRODUCCION DE JITOMATE

A través del uso de las técnicas participativas como lluvia de ideas y arbol de
problemas, los productores manifestaron que los principales problemas en ambos tipos
de invernaderos (fertiirrigacion e hidroponia), los cuales se detallan a continuacion:
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a. No encuentran ventajas al jitomate hidropdnico en comparacion con el de
fertiirrigacion ya que finalmente el precio frente al intermediario local es el
mismo.

b. Consideran que la produccion de jitomate hidroponico es mas costosa debido a
que se requieren mayores cantidades de fertilizantes.

c. El precio de la plantula es elevado y muchas veces se encuentra enferma, incluso
antes de ser trasplantada.

d. Existen pérdidas de cosecha por falta de recursos econdémicos para controlar
condiciones ambientales, como heladas.

e. Entre las plagas mas frecuentes se encuentran la mosquita blanca y
enfermedades como la botritis y tizon, principalmente en los meses de junio y
julio.

f. Solo algunos productores tienen acceso a bodegas de almacenamiento, pero en
ellas no se controlan las condiciones de maduracion.

g. La mayoria de los productores comercializan el fruto con intermediarios locales,
quienes minimizan el precio del producto.

h. Existen problemas de emigracion de principalmente jovenes, lo cual repercute
en la falta de mano de obra requerida para la siembra y cosecha incrementando
los gastos de produccion.

i.  Los costos de transporte y empacado del fruto son muy altos, lo que implica que
la producciodn so6lo se comercialice con intermediarios locales.

j- Se desconoce la calidad sanitaria y nutrimental de los productos lo que impide
cumplir con los requerimientos del producto en otros mercados.

k. Las comunidades mas aisladas cuentan con caminos solamente de terracerias, lo
que ha influido con la instalacién de nuevos invernaderos.

l. No todos los sistemas de produccion cuentan con el asesoramiento técnico
adecuado para la nutricion y fumigacion de los cultivos.

Tercera fase: Analisis de la informacion

Con base en el analisis de la informacion recabada en las fases anteriores del
diagnostico se propusieron algunos aspectos para seleccionar los sistemas de
produccion, con los que se trabajo en las siguientes etapas de la investigacion. Las
localidades seleccionadas fueron: Cuautieco, Aquixtla, Tlaltempa y La Loma, las cuales
son representativas de la producciéon de jitomate en invernadero en el Municipio de
Aquixtla, por las siguientes razones:

a) Se concentra el mayor numero de productores y superficie cultivada, como se
observa en el Cuadro 6.2 de la primera fase del diagndstico.
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b) Utilizan ambos sistemas de produccion hidroponia y fertiirrigacion, los cuales son
considerados como las principales formas de cultivo de agricultura protegida en el
municipio.

¢) Corresponden en tamafio y costo a los invernaderos “prototipo” de la region.

d) Producen los dos tipos de jitomates: saladette y bola, donde ambos frutos tienen
demanda en el mercado.

e) Cultivan variedades de crecimiento determinado e indeterminado, lo cual es
decisivo para garantizar el estudio del fruto durante todo el afio de produccion.

f) De acuerdo con la distribuciéon geografica de las localidades se espera encontrar
diferencias en las condiciones ambientales (Temperatura, Humedad Relativa y
Radiacion Fotosintéticamente Activa) y su relacion con los sistemas de produccion.

CONCLUSION

El desarrollo agricola del municipio de Aquixtla ha recibido un fuerte impulso a través
del incremento de cultivos en invernadero, sobresaliendo el jitomate cuya produccion es
de relevancia a nivel regional, estatal y nacional. La informacion obtenida en el
diagnéstico permitid conocer la situacion actual en los sistemas de produccion, misma
que se relaciona con las diferentes condiciones de manejo, variedades, superficie
cultivada y tipo de invernadero. Estos aspectos fueron considerados en la seleccion de
los sistemas de produccion de las localidades La Loma, Cuautieco, Aquixtla y
Tlaltempa. La identificacion de los problemas en los sistemas de produccion, permitira
proponer acciones encaminadas al incremento de la productividad y posibilidades de
comercializacién de los frutos, provenientes de los invernaderos hidroponicos y de
fertirrigacion, de la region.
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VII. CAPITULO IV

“CALIDAD Y COMPOSICION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN JITOMATE
(Lycopersicum esculentum Mill) CULTIVADO EN INVERNADEROS DE
FERTIRRIEGO”

“QUALITY AND COMPOSITION OF BIOACTIVE COMPOUNDS OF TOMATO
(Lycopersicum esculentum Mill) GROWN UNDER FERTIGATION
GREENHOUSES.

RESUMEN

La importancia actual del jitomate producido en invernadero y su relevancia por su
potencial alimenticio, conlleva a la presente investigacion estudiar la calidad y
composicion quimica de jitomate cultivado en invernaderos de fertirrigacion,
localizados en las localidades de La Loma, Cuautieco, Tlaltempa y Aquixtla del
Municipio de Aquixtla, Puebla. Para calidad del fruto se analizé: pH, °Bx y acidez
titulable, ademas del contenido de azlcares totales y composicion de compuestos
bioactivos: 4cido ascorbico, clorofila total, carotenoides totales y licopeno. Los analisis
se realizaron en frutos de jitomate con grados de madurez del 0%, 50% y 100%,
colectados en tres secciones diferentes en el interior de los invernaderos (entrada, centro
y parte posterior). Con respecto a los parametros de calidad en los diferentes
invernaderos se presentaron diferencias significativas entre frutos con grados de
madurez del 50% y 100%. Particularmente los contenidos de los compuestos bioactivos
(acido ascorbico, clorofila total, carotenoides totales y licopeno), se vieron
influenciados por el grado de madurez de los frutos asi como por su procedencia con
respecto a la localidad y secciones de muestreo. Los contenidos de licopeno estuvieron
relacionados con los porcentajes de materia organica presentes en los suelos de los
invernaderos. La aplicacion de niveles mas altos de macronutrimentos (K y P)
reflejaron contenidos mayores de azicares totales en los frutos.

Palabras clave: Lycopersicum esculentum, compuestos bioactivos, carotenoides,
fertirrigacion, invernaderos.
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ABSTRACT

The current importance of tomatoes grown in greenhouses and their relevance for its
food potential, leads this research to study the quality and chemical composition of
tomatoes grown in fertirigation greenhouses, located in the towns of La Loma,
Cuautieco, Tlaltempa and Aquixtla, municipality of Aquixtla, Puebla. For fruit quality
were analyzed: pH, ° Bx and acidity, in addition to the total sugar content and
composition of bioactive compounds: ascorbic acid, total chlorophyll, total carotenoids
and lycopene. Analysis was performed on tomato fruits with different degrees of
maturity of 0%, 50% and 100%, collected in three different sections within the
greenhouses (input, center and rear). Regarding the quality parameters in the different
greenhouses showed significant differences between degrees of fruit maturity with 50%
and 100%. Particularly the contents of bioactive compounds (ascorbic acid, total
chlorophyll, total carotenoids and lycopene) were influenced by the degree of ripeness
of fruit and for its origin, according with the locality and the sampling sections. The
lycopene content was related to the percentage of organic matter present in soils of the
greenhouses. Also the application of the greater levels of the macronutrients (K, P)
showed higher contents of total sugars in the fruit.

Key words: Lycopersicum esculentum, bioactive compounds, carotenoids, fertigation,

greenhouses.
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INTRODUCCION

El jitomate es una de las especies horticolas mas importantes de México debido al
valor de su produccion, a la demanda de mano de obra que genera y a su importancia de
consumo durante todo el afio. Durante el 2007 la produccion de Lycopersicum
esculentum Mill, alcanz6 2.2 millones de toneladas (ton) en nuestro pais, de donde
17,523 ton fueron aportadas por el estado de Puebla (INEGI, 2008). En afios recientes,
se ha registrado un crecimiento gradual en el establecimiento de invernaderos para el
cultivo de jitomate en los Municipios de Tetela de Ocampo, Aquixtla, Zacatlan e
Ixtacamaxtitlan (SAGARPA, 2008). Estos sistemas de cultivo controlados permiten
comparar variedades, condiciones ambientales, manejos agrondmicos, sustratos de
crecimiento, entre otros. Se sabe que estos factores pueden influir en las propiedades
fisicoquimicas y composicion nutrimental del jitomate (Dumas et al., 2003). Las
propiedades fisico-quimicas de Lycopersicum forman parte de los atributos de calidad
del fruto y de eleccion por parte del consumidor. Estas propiedades estan determinadas
principalmente por el contenido de sélidos solubles totales (°Brix), pH y contenido de
acidos organicos (acidez titulable), para los cuales se han establecido parametros de
calidad para la comercializacion y procesamiento del fruto.

La composicion del jitomate se reconoce por su potencial alimenticio, en licopeno,
vitamina C, vitamina A y flavonoides (Willcox et al., 2003). Actualmente a estos
compuestos se los considera como “bioactivos”, cuyas propiedades “antioxidantes” se
encuentran asociadas con la prevencion de enfermedades de tipo carcinogénicos y
cardiovasculares ( Juroszek et al., 2009). Los carotenoides, particularmente el licopeno
y el B-caroteno, junto con la clorofila, son los responsables de la pigmentacion del
jitomate durante los diferentes estados de madurez, en la maduracion las clorofilas se
degradan y se sintetizan los carotenoides, que le confieren la coloracion anaranjada
tenue y culmina en un rojo intenso, estos pigmentos influyen en la calidad de
percepcion de frescura del jitomate, que junto con la textura y el color son los atributos
de calidad mas importantes (Bramley, 2002).

Trabajos previos reportan variaciones en el contenido y composicion quimica del
jitomate, de acuerdo con el grado de madurez, préacticas de cultivo y condiciones
ambientales en los invernaderos (Abushita et al., 2000; Binoy et al., 2004). De ahi que
la presente investigacion tuvo como objetivo determinar la variacion de los pardmetros
de calidad y componentes bioactivos del fruto de jitomate, con diferentes grados de
madurez y secciones de colecta en cuatro invernaderos del Municipio de Aquixtla,
Puebla.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizé en las localidades de La Loma, Aquixtla, Cuautieco y Tlaltempa
del Municipio de Aquixtla, las cuales pertenecen a una de las principales zonas
productoras de jitomate en invernadero del estado de Puebla. Los invernaderos son tipo
microtunel con sistema de fertirrigacion, que considera la dosificacion de fertilizantes
disueltos en el agua de riego y las necesidades de la etapa fenologica de los cultivos, asi
como algunas caracteristicas del suelo (contenido de materia organica), con lo que se
optimiza el uso de los fertilizantes. La superficie de cultivo varia de 1000 a 1500 m” en
los invernaderos, presentan una altura maxima de 6m, cubierta de plastico calibre 720 y
ventilacion lateral. Las plantulas fueron trasplantadas a las cuatro semanas de edad y la
distancia de siembra fue de 1 m entre surcos y 0.30 m entre plantas. Después del
trasplante se colocaron las cintas de riego por goteo y se realizo la aplicacion de los
nutrimentos requeridos durante el periodo de cultivo, en cada invernadero (Cuadro 7.1).

Cuadro 7.1. Concentraciones de nutrimentos aplicados en los sistemas de riego en las
diferentes localidades del Municipio de Aquixtla, Puebla.

Nutrimentos Localidad
kgha' La Loma Aquixtla Cuautieco Tlaltempa
N 259.40 213.70 270.60 193.10
P 199.70 81.90 248.88 106.93
K 471.21 421.50 486.20 247.40
Ca 74.40 260.03 264.88 153.33
S 93.50 132.60 91.80 58.95
Mg 83.10 98.60 19.35 28.53

N, P y K son considerados a partir de los productos oxidados NOs, P,Os y K,O.

Muestreo y Analisis de Suelo

Se determind el contenido de materia orgdnica para lo cual se tomaron cuatro muestras
compuestas de suelo en tres secciones diferentes de cada invernadero: entrada (E),
centro (C) y parte posterior (P).
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Se obtuvo el contenido de carbono orgéanico y los resultados se expresaron como
porcentaje de materia organica, de acuerdo con la formula: % Materia Organica = % C
organico x 1.724, como lo establece la NOM-021-SEMARNAT 2000.

Material vegetal

Los frutos se colectaron durante la cosecha de invierno (Noviembre 2007), en las cuatro
localidades y en las tres secciones antes mencionadas. Se consideré6 un muestreo
completamente aleatorio en tres estados de madurez: 0%, 50% y 100% con cuatro
repeticiones. Los estadios de madurez fueron seleccionados de acuerdo con la carta de
color de la USDA (USDA, 1991) y corresponden a la siguiente evaluacion visual de
color: 0% (verde maduro), 50% (rosado) y 100% (rojo claro). Las variedades y tipos de
jitomate que se colectaron en cada comunidad, fueron: “Reserva” tipo saladette en La
Loma y Aquixtla , “Charleston” tipo bola en Cuautieco y “7705” tipo saladette en
Tlaltempa. Los frutos se transportaron en el mismo dia bajo condiciones de
refrigeracion (12°C) para realizarles los andlisis correspondientes.

Mediciones de pH, °Brix (solidos solubles totales) y acidez titulable

Las mediciones se realizaron en jugo extraido a partir de 10 g de fruto en los diferentes
grados de madurez. La lectura del pH se realizé con un potenciometro WPA-CD310 y
los °Brix con un refractometro digital ATAGO 3840. Los °Brix fueron expresados
como porcentaje (%) de solidos solubles totales. La acidez titulable se determin6 por
titulacion con NaOH al 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.1 y se expres6 como
equivalentes de acido citrico (%, p/v).

Contenido de azicares totales
Se utilizd el método de Antrona de acuerdo con (Montreuil et al., 1997) con
modificaciones para un micro método. Se realizaron tres extracciones sucesivas de un 1
g de tejido con 5 mL de etanol al 80% en bafo maria con temperatura de ebullicion.
Las determinaciones colorimétricas se detectaron a una absorbancia de 625 nm y se
utilizé glucosa como estandar. Los contenidos de azucares fueron expresados en
2-100g™ de Peso Fresco (PF).

Contenido de acido ascorbico total

Se realiz6 por el método descrito por Foyer et al. (1983) con modificaciones basadas
en el método de Kampfenkel et al. (1995). Las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro UV/VIS JENWAY UV-S2000. La diferencia entre la absorbancia
inicial y final indicaron el contenido de acido ascorbico total, los resultados se
expresaron como ug-g'1 PF.
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Concentracion de licopeno

Se utiliz6 el método espectrofotométrico propuesto por Sadler et al. (1990) con
modificaciones descritas por Fish et al. (2002). La extraccion del licopeno se hizo con
0.5+ 0.01 g de muestra en 5 mL de hidroxitolueno butilado (BHT, Sigma W218405),
acetona al 0.05% (p/v), 5 mL de etanol al 95% y 10 mL de hexano. La absorbancia del
sobrenadante se leyo a una longitud de onda de 503 nm, con un espectrofotometro
JENWAY UV-S2000. Los resultados fueron expresados como mg.kg" de tejido.

Contenido de Clorofila y Carotenoides Totales

Para la determinacion de clorofila y carotenoides totales, se realizaron extractos con
acetona al 80% (v/v). La concentracion de cada pigmento se determind de acuerdo a
Lichtenthaler y Wellburn (1985) y se expresaron en mg-100g™ PF.

Disefio experimental y analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los parametros de calidad y composicion de bioactivos
fueron analizados bajo un disefio experimental completamente al azar teniendo como
factores: localidades (La Loma, Aquixtla, Cuautieco y Tlaltempa), grado de madurez de
los frutos (0%, 50% y 100%) y secciones de colecta en los invernaderos (entrada,
centro y parte posterior). Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) con el paquete
estadistico Statistical Analysis System (SAS), version 6.12 (SAS Institute, 1988)
considerando un nivel de significancia o= 0.05. Para comparacion de medias se aplicod
la prueba de Tukey, considerando el mismo nivel de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen evidencias de que el manejo agrondémico y el grado de madurez del jitomate
cultivado en invernadero pueden influir positivamente en la calidad del fruto (Ghebbi Si
Mail et al., 2007), ademas de incrementar los contenidos de carotenoides y licopeno
(Cortés y Saavedra Del Real, 2007).

Parametros de calidad del fruto

Para el analisis de los parametros de calidad (pH, °Brix y acidez titulable) de los frutos
de jitomate se consideraron las medias de dos grados de madurez (50% y 100%), debido
a que estos son las medidas de mayor importancia para la comercializacion del fruto. En
general los datos obtenidos corresponden a los parametros de calidad citados para
frutos de jitomate (Dadomo et al., 1994 y Rodriguez et al., 2008). En los valores de pH
obtenidos no se observé un efecto significativo de la localidad entre frutos de un mismo
grado de madurez, siendo la localidad de la Loma con frutos del 50% y 100% de
madurez de la variedad Reserva, los que presentaron los valores de pH mas altos (4.33 y
4.11) (Cuadro 7.2). Juroszek et al. (2009) consideraron que aunque existan variaciones
entre practicas de cultivo, condiciones ambientales y temporadas de cosecha, estos
factores no influyen significativamente sobre el pH del fruto.
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Mientras que los solidos solubles totales obtenidos permanecieron en el intervalo de
3.17 a 4.41 y se presentaron diferencias significativas entre invernaderos y grados de
madurez (P <0.01), (Cuadro 7.2). En la acidez titulable se observdo un efecto
significativo en frutos de distintos grados de madurez, mostrando los valores mas altos
la localidad de la Loma (AT=0.73) (Cuadro 7.2). Sélo los valores obtenidos de acidez
titulable de la localidad de Aquixtla con grados de madurez de 50 y 100%, se
encontraron muy cercanos a los reportados (0.32 a 0.40) cuyas variaciones por grado de
madurez concuerda con lo indicado por Garcia et al. (2006), quienes consideran que el
grado de madurez y acidez titulable estan relacionados con la calidad y percepcion
sensorial del jitomate.

Cuadro 7.2. Valores de pH, acidez titulable y °Brix de frutos de jitomate con diferentes
grados de madurez en localidades del Municipio de Aquixtla, Puebla.

Localidad Grado de pH °Brix AT
(L) Madurez (GM) (% de acido
citrico)
Aquixtla 50% 3.91+0.21 3.07+0.11 0.48+0.05
100% 4.06+0.07 3.27+0.18 0.49+0.03
Cuautieco 50% 4.07+0.48 3.37+0.11 0.41+0.02
100% 3.82+0.03 4.85+0.17 0.63+0.03
Tlaltempa 50% 3.96+0.08 4.07+0.35 0.53+0.04
100% 4.18+0.31 4.15+0.30 0.59+0.04
La Loma 50% 4.334+0.49 4.32+0.33 0.64+0.01
100% 4.11+0.69 4.47+0.36 0.73+0.06
Valores de cuadrados medios
GM 0.054 ns 0.0611 ** 2.730 **
L 0.050 ns 0.0612 * 2.000 **
GM*L 0.225 ns 0.0179 * 0312 *

Las medias del pH, acidez titulable y °Brix son valores promedio de cuatro repeticiones
de cada grado de madurez. ns= no significativo, * =P <0.05y **=P <0.01.
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Contenidos de azucares totales

Los contenidos de aztcares presentaron diferencia significativa entre invernaderos
(P<0.01), siendo los frutos de la localidad de Cuautieco los que tuvieron los mayores
contenidos con valores de 4.70, 4.77 y 5.08 g-100g"'PF con 0%, 50% y 100% de
madurez respectivamente (Figura 7.1). Barajas (2003) considera que en las primeras
etapas de desarrollo del fruto (verde maduro) este tiende acumular almidon, el cual se
vuelve un contribuyente importante en la cantidad de azicares en estadios de mayor
madurez. Mientras que la acumulacion de azucares en frutos maduros puede explicarse
como consecuencia en la reduccion de los requerimientos energéticos y las actividades
metabolicas. De acuerdo con Loiudice et al. (1995), los monosacaridos mas abundantes
en el jitomate corresponden a la fructosa (25%) y la glucosa (22%).

También se sabe que estos compuestos y en menor cantidad, los 4dcidos organicos como
malico y citrico, determinan el sabor del fruto del jitomate (Davies ef al., 1981). No se
detect6 un efecto significativo entre los contenidos de azlcares provenientes de frutos
colectados en distintas secciones de los invernaderos (P = 0.6055). Sin embargo, la
interaccion Invernadero*Seccion si fue significativa (P<0.01), donde particularmente
los frutos provenientes de la localidad de La Loma fueron los que tuvieron los
contenidos menores de azlicares en los tres sitios de muestreo (Figura 7.1A). Mientras
que la localidad de Cuautieco presentd los mayores contenidos en frutos colectados en
la entrada y parte posterior del invernadero (5.96 y 5.01g-100g'PF) (Figura 7.1A), que
corresponden a la variedad Charleston tipo bola, los cuales fueron madas altos en
comparacion a los reportados por Melkamu et al. (2008), cuyos valores fueron cercanos
a 3.44 g100g'PF correspondientes a la variedad Marglobe también tipo bola y
cultivados en invernadero.

Los contenidos altos de azucares en jitomates como los obtenidos en la localidad de
Cuautieco, representan una ventaja de estos productos en el mercado ya que favorecen
la aceptacion por parte del consumidor. Esta afirmacion concuerda con lo encontrado
por Yilmaz et al. (2001) quienes demostraron que frutos de jitomate que incrementaron
sus contenidos de azucares a valores cercanos a 4.7 g-lOOg'lPF, presentaron una mayor
aceptabilidad. Mientras que Lactatus et al.(1994) reportan que la nutriciéon de K y P
tiene un efecto positivo sobre el contenido de azucares en los frutos de jitomate, lo cual
concuerda con lo encontrado en la localidad de Cuautieco donde las aplicaciones mas
altas de K y P (Cuadro 7.1) reflejaron mayores contenidos de azucares totales.
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Composicion de compuestos bioactivos

Contenido de acido ascorbico total

En general, se observd un efecto significativo del grado de madurez sobre los
contendidos de acido ascorbico total (P<0.01), donde los valores mas altos se
presentaron en frutos con 0% y 50% de madurez de las localidades de Aquixtla y
Tlaltempa (21.70 y 25.83 ug'g”' PF) respectivamente. Mientras que los contenidos en
frutos con 100% de madurez disminuyeron a valores de 10.48 y 7.84 pg.g” PF en las
mismas localidades (Figura 7.1C). Estos resultados pueden compararse con los
obtenidos por Juroszek et al. (2009), quienes reportaron contenidos mas altos de acido
ascorbico de 11.8 a 28.6 pg'g”' PE, en frutos cultivados en condiciones de invernadero
con sistema hidroponico. Las diferencias entre los contenidos por grados de madurez es
considerado también por Raffo ez al. (2002), quienes mencionan que el acido ascorbico
puede verse afectado por diversos factores previos a la recoleccion, como el grado de
madurez del fruto, donde los contenidos mas elevados se presentan en los estadios
intermedios de la maduracion. También la ubicacion de los frutos en el invernadero tuvo
un efecto significativo en los contenidos de acido ascorbico (P < 0.05). Los contenidos
mas altos se presentaron en la parte posterior de los invernaderos en las localidades de
Aquixtla y Tlaltempa (20.62 y 21.07 pg'g' PF) (Figura 7.1D). Las diferencias
presentadas en los contenidos de acido ascorbico por su ubicacidon en el invernadero
pueden relacionarse particularmente con la incidencia de luz sobre los frutos, siendo las
secciones posteriores de los invernaderos las que se encontraban mads expuestas a la
luz. A este respecto, Dumas et al. (2003) sefialaron que al haber una mayor exposicion
de luz sobre los frutos se favorece la acumulacion del 4cido ascérbico.

Contenidos de clorofilas, carotenoides totales y licopeno

Las clorofilas y los carotenoides son pigmentos que se sintetizan de acuerdo con el
proceso de maduracion del jitomate. Durante el proceso los carotenoides totales se
incrementan con una asociada disminucion de clorofilas (Fraser et al., 1994). Esta
tendencia de acumulacion o disminucion de los componentes quimicos se observéd en
los diferentes estadios de maduracién del fruto y en los invernaderos de todas las
localidades evaluadas. Especificamente, se detectaron efectos significativos sobre los
contenidos de clorofila total por la ubicacién de los frutos en los invernaderos y por
grado de madurez (P <.01). Registrandose los valores mas altos con frutos de 0% de
madurez provenientes de las localidades de Aquixtla y Cuautieco, (10.91 y 10.74 pug-g”
PF) respectivamente, colectados de plantas de la entrada los invernaderos (Figura 7.2
A). La diferencia por grado de madurez es mencionada por Chamarro (1995), quien
considerd que la presencia de pigmentos clorofilicos en la epidermis de los frutos
representan el primer signo visual del inicio de maduracion, mientras que en estadios
avanzados de madurez se encuentran cantidades minimas de clorofila, presentes
solamente en algunos tejidos internos del fruto los cuales son dificilmente medibles.
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Este comportamiento fue observado en frutos con 100% de madurez, los cuales
presentaron contenidos minimos de clorofila en todos los invernaderos bajo estudio,
especificamente no se detectaron contenidos clorofilicos en los frutos de la localidad de
Aquixtla.

En los contenidos de carotenoides totales, se observo a parte del efecto significativo por
grado de madurez el efecto por invernaderos y por secciones de coleccion de los frutos
(P<0.01). Siendo la parte posterior de los invernaderos y frutos del 100% de madurez
los que presentaron mayores contenidos. Particularmente la localidad de Tlaltempa con
la variedad “7705” tipo saladette destaco por tener frutos con contenidos de 7.94 pg-g”
PF provenientes de frutos colectados en la parte posterior del invernadero y con 100%
de madurez (Figura 7.2 B).

El jitomate es considerado el principal contribuidor de licopeno en la dieta, cuyas
propiedades bioactivas han tomado una gran importancia en la actualidad, ademas de
ser el pigmento principal del fruto maduro (Brandt ef al., 2009). Leonardi ef al. (2000)
sefalaron que ademas de las variaciones por grado de madurez, existen otros factores
como las condiciones de manejo que influyen en los contenidos de licopeno de jitomate
cultivado en invernadero, cuyos contenidos se encontraron entre 5.2 y 23.6 mg-kg"'. En
esta investigacion los frutos de jitomate incrementaron sus contenidos de acuerdo al
grado de madurez, asi los contenidos mas altos se obtuvieron en frutos con 100% de
madurez pertenecientes a las localidades Cuautieco y Tlaltempa (9.94 v 19.41 mgkg™)
colectados en la entrada de cada invernadero, mientras que para las localidades de la
Loma y Aquixtla los contenidos mayores se presentaron en la parte posterior (40.83 y
14.52 mg-kg™), ambos contenidos correspondientes a la variedad Reserva. En el Cuadro
7.3 se puede observar que el contenido licopeno en los invernaderos esta asociado con
el porcentaje de materia orgadnica encontrada en los suelos de los invernaderos, donde
valores mas bajos de MO con llevan a menores contenidos de licopeno. Se presentaron
diferencias significativas en los %MO de los suelos, entre y dentro de un mismo
invernadero (P=0.04), particularmente en las localidades de Tlaltempa, Aquixtla y La
Loma. Lo anterior implica la falta de homogenizacion en las practicas de cultivo previas
al trasplante en los sistemas de produccion. Cabe mencionar que esta tendencia no fue
observada en la localidad de Cuautieco que presentd %MO similares (31-39%) en todo
el invernadero (Cuadro 7.3). De igual forma pueden relacionarse que mayores dosis de
los nutrimentos K y P aplicados en el sistema de riego incrementan el contenido de
carotenoides totales y licopeno en jitomate (Mikkelsen, 2005). En esta investigacion
fue la localidad de Cuautieco y La Loma las que aplicaron los contenidos mas altos de
los nutrimentos durante el periodo de cultivo, donde especificamente la localidad La
Loma present6 los valores mayores de licopeno (Cuadros 7.1y 7.3).
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Cuadro 7.3. Contenidos de licopeno en jitomates con 100% de madurez provenientes
de las diferentes localidades y su relacion con la materia orgénica presente en los
invernaderos. V1 (variedad Reserva), V2 (variedad Charleston) y V3 (variedad 7705).

Localidad Ubicacion %MO Licopeno
(mg-kg"'PF)
Aquixtla (V1) E 1.68 12.75+0.30 ba
C 1.47 6.38+0.55 ¢
P 3.77 19.41+0.73 a
LaLoma (V1) E 1.89 13.49+0.69 b
C 0.83 10.64+0.35 cb
P 3.98 40.84+0.83 a
Cuautieco (V2) E 3.91 9.94+0.62 a
C 3.98 7.88+0.77 a
P 3.14 7.22+0.64 a
Tlaltempa (V3) E 2.09 16.54+0.85 a
C 1.77 12.79+0.86 a
P 1.47 12.05+0.74 a

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes dentro de un mismo
invernadero (Tukey, 0.05). E = entrada; C = centro; P = posterior. %MO= porcentaje de
materia organica.
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CONCLUSION

Los resultados muestran claras diferencias en la calidad y composicién quimica de los
frutos de jitomate, al considerar diferentes grados de madurez, procedencia con respecto
a la localidad y secciones de muestreo dentro del invernadero, ain cuando todos los
invernaderos estudiados utilizan el sistema de fertirrigacion. Los contenidos de azucares
en general fueron altos en comparacion con los reportados en frutos cultivados en
invernadero, donde destaca la variedad Charleston de jitomate tipo bola de la localidad
de Cuautieco. En esta misma localidad se hicieron las aplicaciones mds altas de potasio
y fosforo las cuales a parte de la variedad se relacionan con contenidos altos de azlicares
totales en los frutos. Los contenidos de los compuestos bioactivos (acido ascorbico,
clorofila total, carotenoides totales y licopeno) variaron significativamente entre
invernaderos y secciones de coleccion dentro de los mismos invernaderos. Los
contenidos de licopeno estuvieron asociados con los porcentajes de materia organica
presentes en los suelos de los invernaderos.
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VIII. CAPITULO V

DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA PRESENTE EN JITOMATE

(Lycopersicum esculentum Mill) Y SUELO EN RELACION CON LA
COMPOSICION QUIMICA DEL FRUTO

DIVERSITY OF THE MICROBIOTA PRESENT ON TOMATO (Lycopersicum
esculentum Mill) AND SOIL IN RELATION TO FRUIT CHEMICAL
COMPOSITION

RESUMEN

El Municipio de Aquixtla destaca por ser una de las principales regiones productoras de
jitomate en agricultura protegida en el Estado de Puebla, donde se -cultiva
principalmente en invernaderos de fertiirrigacion. Sin embargo, no existe informacion
acerca de la calidad microbiolégica y composicion quimica del suelo y de los frutos
cultivados en la region. La inocuidad del cultivo de vegetales crudos como el jitomate,
depende de la microbiota presente conformada por microorganismos nativos y
patdgenos. La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la diversidad de
bacterias enteropatdgenas presentes en suelo y jitomate y su relacion con la
composicion quimica de los frutos. Se analizaron los porcentajes de materia orgénica
(%MO) de 12 muestras de suelo y la composicién quimica de 162 frutos de jitomate
colectados en tres secciones diferentes del invernadero y con tres estadios de madurez:
0, 50 y 100%. Para la composicion quimica de los frutos se evaluaron los contenidos de
azlcares totales, 4cido ascorbico y licopeno. Asimismo se aislo e identifico la
microbiota presente en suelo y fruto a partir de la cual se calcularon los indices de
diversidad (Simpson (D) y Shannon-Wiener (H’), ademds del estimador de
Chao(Schao1). Los %MO se correlacionaron significativamente con H' que representa
mayor abundancia por los géneros Enterobacter cloacae y FEscherichia coli
enteropatdgenica. Los valores de S(chao)i fueron mayores en jitomate en comparacion
con los de suelo, siendo las especies aisladas con mayor frecuencia: Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Citrobacter brakii, Escherichia coli enterotoxigénica y
Shigella boydii. Las mejores correlaciones entre compuestos bioactivos e indices de
diversidad, se mostraron con los contenidos de acido ascorbico y licopeno con los
indices de H" y D, respectivamente. Los mayores contenidos de azlicares se presentaron
en frutos maduros en los cuales también se aisld E.coli, lo que sugiere que la bacteria
esta utilizando como sustrato algunos de los azucares presentes en el fruto.

Palabras clave: Lycopersicum esculentum Mill, bacterias, composicion quimica, frutos,

indices de diversidad, suelo.
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ABSTRACT

The municipality of Aquixtla stands out for being one of the major tomato-producing
regions under protected agriculture in the State of Puebla, where is growning mainly in
fertirigation greenhouses. However there is no information about the microbiological
quality, and chemical composition of soil and locally grown fruits. The safety of raw
vegetable crop such as tomato depends on the presence of the microbiota, consisting of
native and pathogens microorganisms. This research aimed to determine the diversity of
enteropathogenic bacteria present in soil and tomato, and its relationship to the chemical
composition of fruits. Were analyzed the percentages of organic matter (% OM) of 12
soil samples and 162 chemical composition of tomato fruits collected in three different
greenhouse sections, and with three developmental stages: 0%, 50% and 100%. To the
chemical composition of the fruits were evaluated the contents of total sugars, ascorbic
acid and lycopene. It was also isolated and identified the microbiota present in soil and
fruit from which were calculated diversity index (Simpson (D) and Shannon-Wiener (H
") and the Chao estimator (SChaol). The % MO were significantly correlated with H'
showing a greater abundance of genera Escherichia coli enterotoxigenic and
Enterobacter cloacae. S (Chao) 1 values were higher in tomato compared with the soil
being the most frequently isolated species: Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Citrobacter brakii, Escherichia coli enterotoxigenic and Shigella boydii. The best
correlation between bioactive compounds and diversity indeces were the contents of ascorbic
acid and lycopene with H and D index, respectively. Finally there was a relation between the
highest sugar contents in ripe fruits and the isolating of E. coli, suggesting that the
bacterium uses some of the sugars present in the fruit as substrates.

Key words: Lycopersicum esculentum Mill, bacteria, chemical composition, diversity
indeces, fruit, soil.

92



INTRODUCCION

La importancia del jitomate (Lycopersicum esculentum Mill) se reconoce por ser la
primera fuente de licopeno, tercera de vitamina C y cuarta de vitamina A y flavonoides
(Leonardi et al., 2000; Willcox et al., 2003). Actualmente a estos compuestos se le
considera como “bioactivos”, cuyas propiedades antioxidantes se encuentran asociadas
con la prevencion de enfermedades de tipo carcinogénicas y cardiovasculares (Juroszek
et al., 2009). Sin embargo, asociado a estos atributos alimenticios del jitomate se
encuentran las especificaciones relacionadas con su inocuidad, la cual depende de la
microbiota presente. Cuando se desea analizar la microbiota, es importante conocer el
contexto ambiental y las especies con las que coexiste y en muchos casos de las que
depende (Begon ef al., 1990). Entre los microorganismos mas comunes en los vegetales
crudos (VC) se encuentran los bacilos Gram negativos aerobios como Enterobacter (E.
aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans) y Citrobacter (C. freundii, C. brakii), asi como
los microorganismos patogenos Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella
sp, los cuales se encuentran relacionados con multiples enfermedades relacionadas por
la ingesta de VC (Escartin, 2000). Las condiciones de manejo asi como las condiciones
ambientales prevalecientes en los sistemas de produccion, determinan la sobrevivencia
de ciertas poblaciones microbianas (Kalia y Gupta, 2006).

En el estado de Puebla, para incrementar la calidad del jitomate se han implementado
sistemas productivos bajo agricultura protegida en invernaderos de hidroponia y
fertiirrigacion, los cuales estimulan y controlan el desarrollo vegetal (Ucan et al., 2005;
Garcia et al., 2009). Sin embargo, estos sistemas no se encuentran exentos de fuentes de
contaminacion que propicien el crecimiento de las poblaciones microbianas, capaces de
sobrevivir a las diferentes condiciones ambientales y practicas de cultivo. Dentro de los
factores que se consideran de riesgo de calidad microbiologica de los productos frescos
se encuentran: el agua de riego y suelos contaminados, procesos inadecuados en el
cultivo, practicas deficientes de desinfeccion, condiciones inapropiadas durante el
empaque, almacenamiento y transporte, higiene deficiente de los trabajadores, entre
otros (Beuchat, 2002; Iturriaga et al., 2007).

Con base en lo anterior la presente investigacion, tuvo por objetivo determinar la
diversidad de bacterias enteropatogenos presentes en suelo y jitomate con diferentes
grados de madurez y su relacién con la composicion quimica de los frutos. Lo anterior
permitird conocer la microbiota presente en los diferentes sistemas de cultivo bajo
fertiirrigacion en relacion con la calidad quimica de los frutos.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio y manejo agronémico

El estudio se realiz6 en tres invernaderos de fertirrigacion ubicados en las localidades
de La Loma, Aquixtla y Cuautieco del Municipio de Aquixtla, Puebla, durante el ciclo
Otono-Invierno del 2007. Los invernaderos fueron tipo microtunel, cuya superficie
vario entre 1000 y 1500 m?* con altura de 6 m, cubierta de plastico calibre 720 y
ventilacion lateral.

La fertilizacion inicial de los invernaderos consistid en la incorporaciéon de abono
organico principalmente estiércol crudo, el cual se aplico entre 2 y 3 toneladas por
1000m®. Esta labor es realizada previamente a la hechura de las camas de siembra y
colocacion de los sistemas de riego.

Las variedades y tipos de jitomate cultivados fueron la variedad “Reserva” tipo
saladette en La Loma y Aquixtla y “Charleston” tipo bola en Cuautieco.

Muestreos de suelo y frutos

Las muestras de suelo y frutos se obtuvieron de un muestreo completamente aleatorio
considerando tres secciones diferentes de cada invernadero: entrada (E), centro (C) y
parte posterior (P) con tres repeticiones. Se obtuvieron un total 12 muestras compuestas
de suelo a una profundidad de 30 cm considerando cuatro puntos cardinales. Se
colectaron 162 frutos de jitomate a partir de 15 plantas marcadas, ubicadas en las
mismas secciones del invernadero donde fueron muestreados los suelos. Los frutos
fueron seleccionados de acuerdo con tres estados de madurez de acuerdo a la carta de
color de la USDA: 0% (verde maduro), 50% (rosado) y 100% (rojo claro) (USDA,
1991). Las muestras fueron colectadas en bolsas de plastico estériles y transportadas en
condiciones de refrigeracion (12°C), para realizarles los andlisis correspondientes
dentro de las 24 h posteriores al muestreo.

Composicion quimica y caracterizacion microbiologica del suelo

A las muestras de suelo se les determino el contenido de carbono organico de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana 021 (NOM-021-SEMARNAT 2000), expresado como
porcentaje de materia organica (%MO), con base a la siguiente expresion:

% MO =% C organico x 1.724

Adicionalmente se identific la microbiota presente utilizando medios enriquecidos,
selectivos y diferenciales para enterobacterias (McConkey, Salmonella-Shigella, Verde
Brillante y Xilosa-Lisina-Desoxicolato). Se seleccionaron las morfologias coloniales y
se realizaron pruebas bioquimicas tradicionales, las cuales fueron confirmadas por el
método VITEK que se basa en los porcentajes de probabilidades asociadas con la
identificacion bioquimica de un microorganismo.
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Para la identificacion de los serotipos de E. coli se utilizaron los antisueros somaticos y
flagelares, adicionalmente se realizaron las identificaciones de patogrupos utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Caracterizacion bioquimica y microbiologica del fruto de jitomate

Contenido de azicares totales. Se realizaron tres extracciones sucesivas de un 1 g de
tejido con 5 mL de etanol al 80% en bafio maria con temperatura de ebullicion,
utilizdndose el método colorimétrico de Antrona de acuerdo con Montreuil ef al. (1997)
con modificaciones para un micro-método. Las absorbancias se determinaron a 625 nm
y se utilizd glucosa como estandar. Los contenidos de azucares fueron expresados en
100 g de Peso Fresco (PF).

Contenido de acido ascorbico total (vitamina C). Las determinaciones se realizaron
por el método espectrofotométrico propuesto por Foyer et al. (1983) con modificaciones
basadas en el método de Kampfenkel et al. (1995). Las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro UV/VIS JENWAY UV-S2000. La diferencia entre la absorbancia
inicial y final indicaron el contenido de acido ascorbico total, los resultados se
expresaron como pg-g'l PF.

Concentracion de licopeno. La extraccion del licopeno se hizo con 0.5 + 0.01 g de
muestra en 5 mL de hidroxitolueno butilado (BHT, Sigma W218405), acetona al 0.05%
(p/v), 5 mL de etanol al 95% y 10 mL de hexano. Se utiliz6 el método
espectrofotométrico propuesto por Sadler ef al. (1990) con modificaciones descritas por
Fish et al. (2002). La absorbancia del sobrenadante se ley6 a una longitud de onda de
503 nm, con un espectrofotometro UV/VIS JENWAY UV-S2000. Los resultados
fueron expresados como mg.kg™" de tejido.
Para el aislamiento e identificacion bioquimica de la microbiota presente en el
pericarpio de los frutos con diferentes grados de madurez, se consider6 un
procedimiento similar al realizado con las muestras de suelo.
Con las especies aisladas en suelo y frutos se calcularon las frecuencias de aislamiento
de las especies considerando el total de las enterobacterias presentes en los tres
invernaderos.

Definicion y calculo de los indices de diversidad

Una vez aisladas e identificadas las especies de enterobacterias presentes en las
muestras de suelo y frutos de jitomate, se prosiguié con el calculo de los indices de
diversidad:

indices de Simpson (D). Mide la diversidad tomando en cuenta la abundancia y la
riqueza, el indice D se calcula a partir de la proporcion de individuos de cada especie i
que contribuyen al total de la muestra (pi) (Begon et al.,1986; Hughes et al., 2001).

D=1/zpi®
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indice de Shannon-Wiener (H"). Mide la distribucion de la abundancia de las especies
(Shannon y Weaver, 1949) y se calcula a partir de:

S
=-X pi (In pi)
i=1
S= Numero de especies
pi= Proporcion de individuos de la especie 1 respecto al total
H= Indice de diversidad de Shannon-Wiener

Estimador de Chao (Schael). Evaltia “la riqueza total” de especies al agregar un factor
de correccion al numero observado de especies (Chao, 1984; Chao et al., 1992).

Schaol= Sops + (nlz/n22)

SChaol= Riqueza total de especies
Sobs = Numero de especies observadas
nl= No. de especies observadas i
n2= No. de especies observadas dos veces

Tratamiento estadistico

Los resultados obtenidos de los indices de diversidad de Shannon (H"), Simpson (D) y
el estimador de Scp,, obtenidos de la abundancia de las poblaciones microbianas,
presentes en frutos y suelos localizados en los tres invernaderos en estudio (La Loma,
Cuautieco y Aquixtla), se compararon con las variables de composicion quimica a
través del coeficiente de Correlacion de Pearson, se considerd un nivel de significancia
a=0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El manejo asi como las condiciones ambientales prevalecientes en los sistemas de
produccion determinan la sobrevivencia y presencia de ciertas poblaciones microbianas.
De ahi que uno de los puntos importantes de este trabajo fue conocer los
microorganismos (nativos y enteropatdogenos) que sobreviven en suelos y frutos de
jitomate pertenecientes a los sistemas de cultivo en invernadero de las localidades de La
Loma, Cuautieco y Aquixtla, Puebla, ademas de identificar que tan diversas son las
poblaciones microbianas.
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En las Figuras 8.1A y 8.1B se observan las especies de enterobacterias aisladas con
mayor frecuencia en suelos y frutos, utilizando condiciones similares, (numero de
muestras, medio de cultivo, época del afo), en tres invernaderos de jitomates.

Especificamente E. cloacae y E. coli fueron las bacterias mas aisladas en muestras
provenientes de los suelos del invernadero de la localidad de La Loma, 18.60 y 16.27
%, respectivamente (Figura 8.1A). Los andlisis seroldgicos y de PCR de las cepas de E.
coli aisladas corresponden al patogrupo enteropatogénico (EPEC) y al serogrupo
082:H8. La presencia y sobrevivencia de E. coli (EPEC) de forma extra intestinal,
podria explicarse si se considera al suelo como un ecosistema en el cual posiblemente se
encuentren los nutrientes en concentraciones adecuadas, ademas que en el interior del
invernadero se genera un ambiente con ciertas condiciones de humedad y temperatura
que favorecen su crecimiento. Por otro lado, Citrobacter aunque se presentd con menor
frecuencia, fue un género que se aisld en los tres invernaderos, especificamente las
especies freundii y brakii se detectaron en frutos con 50% de madurez (frutos con
coloracion rosada) provenientes de la localidad de Cuautieco (Figura 8.1B).

La alta frecuencia de E. cloacae también fue observada en frutos con diferentes grados
de madurez, especificamente en frutos con 0% de madurez (frutos verdes maduros) se
presentd una frecuencia del 10.1% en los invernaderos de las localidades de la Loma y
Cuautieco y 12.7% en la localidad de Aquixtla (Figura 8.1B).

Mientras que los enteropatogenos como S. boydii y E. coli fueron aislados de frutos con
100% de madurez provenientes de las localidades de Aquixtla y Cuautieco, lo cual es
importante ya que estos frutos normalmente se consumen crudos. Cabe mencionar que
en fruto se identificd principalmente al patogrupo enterotoxigenico (ETEC) serotipo
074:H10, de E. coli.
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Adicionalmente se comparo6 la diversidad de las poblaciones microbianas pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, identificadas en suelo y frutos de jitomate, en funcion
de los indices de Simpson (D) y Shannon-Wiener (H') y el estimador de Chaol
(SChaol). Estos indices son expresiones matematicas que consideran tres componentes
de la estructura de una comunidad: la riqueza (nimero de especies presentes),
equitatividad (uniformidad en la distribucién de los individuos entre las especies) y
abundancia (nimero total de organismos presentes) (Yuan et al., 2010). En el Cuadro
8.1 se muestran los indices de diversidad de las poblaciones microbianas aisladas en
suelos de cultivo y los %MO, mismos que se correlacionaron de acuerdo con los
coeficientes de Pearson. Los valores de r presentaron el siguiente orden: SChao;>H">D,
especificamente se observo que el valor mayor de H’, es decir donde hubo mayor
diversidad corresponde al invernadero de la Loma, en el cual también se tuvieron los
%MO mas altos (3.67%=+0.46).

Cuadro 8.1. Indices de diversidad, microbiota y valores medios del %MO analizados
en suelo de invernaderos de tres localidades del municipio de Aquixtla, Puebla.

indices de diversidad

Localidad Microorganismos % MO
H’ D Scuaor
Aquixtla E. cloacae
E. hormaechei
C. braakii
C. freundii 1.32 3.55 8.16 2.3+1.27

A.hydrophila
E. intermedium

La Loma E. cloacae
E. coli (EPEC)
C. braakii 1.55 1.0 15.12 3.67+0.46
C. freundii
E. intermedium

Cuautieco C. braakii 0.67 1.0 5.0 2.33+1.60
C. freundii

H: Indice de diversidad de Shannon-Wiener, D:Indice de Simpson, Scpae:: Estimador de Chao y
%MO: % de materia orgénica.

Con base en Ibarra ef al. (2007) valores de 3 a 3.99 % de MO son considerados suelos
ricos, mismos que se asocian con una fertilidad adecuada y contribuyen al buen
desarrollo y productividad de los cultivos. A este respecto, Méader et al. (2002)
encontraron un mayor valor de diversidad (/) en suelos mas fértiles, los cuales fueron
manejados en sistemas de agricultura organica. Es decir una mayor diversidad de
especies le confiere una madurez al ecosistema y permite alcanzar un control biolégico
natural de la microbiota presente en el suelo y en contra de los fitopatogenos
(Samaniego y Chew, 2007).
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Sin embargo, en los invernaderos estudiados el abono organico (estiércol) es aplicado
rutinariamente como fertilizante y al parecer contiene enteropatdégenos, mismos que han
logrado sobrevivir en el suelo y consecuentemente son transmitidos a los jitomates que
se estan cultivando, algo similar encontraron en suelos contaminados Sela y Fallik
(2009).

Los invernaderos de las localidades de Aquixtla y Cuautieco presentaron contenidos
muy similares de materia organica 2.30 y 2.33 % respectivamente. No obstante, al
comparar los indices H’, D y el estimador de SChaol fueron mayores en los suelos de
Aquixtla. De estos resultados se percibe que las diferencias presentes entre los indices
estan asociadas con las variables fisicoquimicas del suelo y condiciones de manejo del
cultivo agricola.

En general los indices H" y D obtenidos en frutos de jitomate fueron menores en
comparacion con los de suelo, lo que sugiere que las comunidades microbianas
presentes en suelo son mas diversas en comparacion con las de los frutos (Cuadros 8.1 y
8.2), lo cual coincide con lo expuesto por Brown y Bowman (2001). En contraste los
valores obtenidos del estimador de SChao; fueron mayores en jitomate, pudiéndose
relacionar con una mayor abundancia en ciertos organismos de la misma especie
(Escalante, 2003), atn en frutos con diferentes grados de madurez (Cuadro 8.2).

Entre las especies mas abundantes en los frutos de jitomate se identificaron: E. cloacae,
C. freundii, C. brakii y E. coli. Las tres primeras especies fueron detectadas en los tres
grados de madurez, de ahi que podrian considerarse como parte de la microbiota
autoctona del fruto. Las microbiotas nativa y patdogena se encuentran interaccionando en
la rizésfera mediante un proceso conocido como quoérum Sensing, con el cual se
propician conversaciones entre poblaciones, reconocimiento de sefiales y expresion de
genes por parte de bacterias y huésped (Bauer ef al., 2004)

En el cuadro 8.2 se presentan los indices de diversidad y microbiota y se relacionan con
los contenidos de compuestos bioactivos (4cido ascorbico y licopeno) asi como azlcares
totales presentes en frutos con grado de madurez de consumo. El jitomate destaca como
hortaliza por ser una buena fuente de licopeno y de 4cido ascorbico (Brandt ef al., 2006
y Raffo et al, 2002), ademds del contenido de azicares como componentes que
determinan el sabor del fruto (Davies et al, 1981). Aunque se realizaron
determinaciones de composicion quimica en frutos de jitomate con madurez del 0 y
50% (datos no presentados), en este trabajo se concentran los valores de la composicion
quimica de los frutos con madurez del 100%, en relacion con la diversidad de la
microbiota presente (Cuadro 8.2). Lo anterior debido a que en este estadio se aislaron e
identificaron los microorganismos de mayor relevancia en la calidad sanitaria de los
vegetales crudos como E. coli y S.boydii (Beuchat, 2002).
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Diferentes trabajos documentan la capacidad que tienen los enteropatogenos para
internalizarse y crecer dentro de la planta y de esta manera protegerse de los
tratamientos de lavado y desinfeccion pos cosecha.

Algunos ejemplos de internalizacién son reportados en lechuga (Solomon et al., 2002),
alfalfa (Gandhi er al, 2001) y especificamente Gua et al. (2002) reporta la
internalizacion en plantas de jitomate.

Mukherzee et al. (2006) analizaron varios productos frescos incluyendo el jitomate
provenientes de sistemas de produccion tradicionales, organicos y semiorganicos, entre
los microorganismos coliformes que se aislaron con mayor frecuencia fueron E. coli en
comparacion con Salmonella y L. monocytogenes. Concluyeron que la prevalencia de E.
coli vario con respecto al producto del cual fue aislado, en menor medida influy6 el
sistema de produccion y la época del afio donde fueron realizadas las determinaciones.

Por otra parte en un estudio realizado en 13 invernaderos de jitomate cultivado en
hidroponia detectaron la presencia de E. coli en fruto de jitomate y en otras posibles
fuentes de contaminacién como calzado de trabajadores y en el sustrato (Orozco ef al.,
2008). Kalia y Gupta (2006) mencionan que la presencia de poblaciones mixtas y el
indice de crecimiento de cada microorganismo dependen de factores tanto ambientales
como de composicion del alimento o sustrato presentes en los sistemas de produccion.

En este estudio las mejores correlaciones entre compuestos bioactivos e indices de
diversidad se presentaron especialmente en la localidad de la Loma, en relacion con el
contenido de 4cido ascorbico y los indices de Shannon-Wiener (r =0.99), lo cual sugiere
que este compuesto puede dar condiciones propicias o de selectividad para que ciertos
microorganismos se desarrollen.

Una tendencia similar se present6 en relacion con el contenido de licopeno donde la
mejor correlacion se tuvo con los indices de Simpson (r =0.99), lo que se relaciona con
cierta afinidad o preferencia de los microorganismos por este compuesto para la
generacion de energia. A este respecto de forma notoria se aprecié que en la Localidad
de la Loma obtuvieron los indices de diversidad H'y S Chao; mas altos respecto a los
de los otras localidades y también los frutos de jitomate tuvieron los contenidos
mayores de licopeno 21.65 mg.kg™") (Cuadro 8.2) y los porcentaje mas alto de materia
organica (3.67%) en el suelo (Cuadro 8.1).
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Cuadro 8.2. Indices de diversidad, microbiota y composicion quimica evaluados en
frutos de jitomate con diferentes grados de madurez (0, 50 y 100%).

Indices de diversidad Grado de Localidad
y componentes Madurez Aquixtla La Loma Cuautieco
quimicos
0% E. cloacae E. cloacae E. cloacae
C. braakii E. hormaechei
C. freundii
50% E. cloacae E. cloacae E. cloacae
100% E. cloacae E. cloacae E. cloacae
S. boydii E. coli(ETEC)
E. coli (ETEC)
H 0.25 0.41 0.40
D 1.12 1.42 1.0
Scraol 40 33 21
Azucares Totales 100% 4.02+0.89 1.7+0.84 5.26+2.12
Acido Ascorbico Total 10.48+4.99 16.72+8.35 16.17+6.87
Licopeno 12.80+6.55 21.65+£16.67 8.34+1.41

H: Indice de diversidad de Shannon-Wiener, D:Indice de Simpson, Scpe: Estimador de Chao , el
contenido de Azucares totales fueron expresados como g-100g” de Peso Fresco (PF), Acido Ascorbico
pg-g! PF.y Licopeno mgkg' de tejido. Grados de Madurez 0% (verde maduro), 50% (rosado) y 100%
(rojo claro).

Con respecto a los azucares totales los mayores contenidos se presentaron en frutos
provenientes de los invernaderos de las localidades de Aquixtla y Cuautieco 4.02+0.89
y 5.26£2.12 (%). Asi mismo en estos dos invernaderos también se aislé a E.coli en
frutos con grado de madurez de consumo, lo que sugiere que este microorganismo
pueda utilizar los azlcares presentes en el fruto para abastecer sus requerimientos
energéticos y desarrollo de sus actividades metabolicas. De acuerdo con Loiudice ef al.
(1995), los monosacaridos mds abundantes en el jitomate corresponden a la fructosa
(25%) y la glucosa (22%), mismos que constituyen el 65% de los s6lidos solubles en el
fruto.

Adicionalmente Selma y Fallik, (2009) reportan que los vegetales crudos contienen
suficientes carbohidratos que pueden ser utilizados por numerosos microorganismos,
asimismo microorganismos de la microbiota autoctona pueden secretar multiples
enzimas degradativas como pectinasas, celulasas, amilasas y proteasas, permitiendo la
disponibilidad de nutrientes y propiciar el desarrollo de otras poblaciones microbianas.

Finalmente el desdoblamiento de ciertos de aztcares pueden influir en el desarrollo de
algunos microorganismos, a este respecto Chmielewski (2003) considera que el tipo de
azucar provisto en el medio puede influir en el desarrollo de biopeliculas microbianas.
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Lo anterior concuerda con lo reportado por Macfarlane et al. (2006) quienes observaron
que comunidades de bacterias anaerobias y anaerobias facultativas como FE.coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis y Staphylococcus
aureus, son capaces de adherirse y formar biopeliculas, desdoblando determinados
polisacéridos y dejando como material de reserva ciertos oligosacaridos.

CONCLUSION

La presencia de diferentes especies de microorganismos en fruto y suelo permiten
considerar que ambos pueden significar “nichos” idoneos para el crecimiento de una
microbiota diversa. Los microorganismos identificados con mayor frecuencia, tanto en
jitomate como en suelo, fueron Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii y
Escherichia coli. Especificamente E. cloacae y C. freundii  se identificaron
principalmente en frutos de jitomate en grado verde maduro (M0%) y M50%,
mientras que E. coli tuvo mayor presencia en jitomates con grado de madurez del 100%
y en suelos con altos contenidos de materia orgénica.

En general los indices H” y D obtenidos en frutos fueron menores en comparacion con
los de suelo, lo cual indica que las comunidades microbianas presentes en suelo son mas
diversas en comparacion con las de los frutos.

Los valores obtenidos del estimador de S(chao1) fueron mayores en jitomate, pudiéndose
relacionar con una mayor abundancia de organismos de la misma especie. Las mejores
correlaciones entre compuestos bioactivos e indices de diversidad, se presentaron con
los contenidos de acido ascorbico y el indice de H” y licopeno con el indice de D.
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IX. CAPITULO VI

“INTERACCIONES BACTERIA-HOSPEDERO EN LA SUPERFICIE DEL
FRUTO DE JITOMATE”

“BACTERIA-HOST INTERACTIONS ON THE SURFACE OF TOMATO FRUIT”

RESUMEN

La inocuidad de productos frescos como el jitomate depende de la microbiota presente,
cuya sobrevivencia y crecimiento pueden relacionarse con las condiciones ambientales
prevalecientes durante las etapas pre cosecha. En este estudio se evaluaron los
comportamientos individuales y poblaciones mixtas de bacterias pertenecientes a la
microbiota nativa (Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii) y patdgena (patotipos
de Escherichia coli). Las bacterias fueron inoculadas en frutos de jitomate con
diferentes grados de madurez (madurez del 50%, M50%, madurez fisiologica MF y
madurez de consumo MC) e incubados en condiciones de 60 y 85% de humedad
relativa (HR) y temperaturas (T) de 22 y 40°C, durante 168 h. Estas mismas
condiciones fueron relacionadas con los cambios en las propiedades fisicas: color y
firmeza de los frutos inoculados, asi como con la habilidad de los microorganismos para
producir moléculas autoinductoras (Al-1) y desarrollar biopeliculas sobre la superficie.
Se observd un efecto significativo (P<0.05) por la condicion de incubacion,
obteniéndose los recuentos mas altos entre 7 y 9 Log;oUFC/g en inoculos simples y
mixtos almacenados a 22°C y 65% de HR entre 24y 72 h. La condicion de 40°C y 85%
de HR fue inhibitoria para la mayoria de los microorganismos inoculados, a excepcion
de C. freundii quien mantuvo su crecimiento de 7 Log;o UFC/g hasta las 168 h. El
crecimiento de las interacciones microbianas de C. freundii y E. cloacae con ETEC
también se vio afectado por el incremento de la T y HR presentdndose inhibicion a
partir de las 72 y 120 h. EHEC redujo su crecimiento al interaccionar con E. cloacae
siendo mas notoria esta tendencia después de 168 h. Las reducciones de firmeza e
incrementos del pardmetro a* de frutos inoculados, fueron significativos de acuerdo con
las condiciones de almacenamiento especialmente con E. cloacae y C. freundii con
ETEC, durante 72h de incubacion a 40°C y 85% de HR. La actividad de las moléculas
autoinductoras fue mayor en frutos inoculados con C. freundii y sus interacciones
considerando ambas condiciones de almacenamiento, la cual pudo relacionarse con el
desarrollo de biopeliculas sobre la superficie del jitomate.

Palabras clave: Lycopersicum esculentum Mill, autoinductor, biopeliculas, color,

interaccion, firmeza.
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ABSTRACT

The safety of fresh products such as tomato depends on the presence of the microbiota,
whose survival and growth can be linked to environmental conditions prevailing during
the pre-harvest stages. This study were evaluated the individual and mixed populations
behavior of bacteria belonging to the indigenous microbiota (Enterobacter cloacae and
Citrobacter freundii) and pathogenic (Escherichia coli pathotypes: ETEC and EHEC).
The bacteria were inoculated on tomato fruits with different grades of maturity
(maturity 50% M50%, physiological madurity MF and ripenes MC) and incubated
under conditions of 60 or 85% relative humidity (RH) and temperatures (T) of 22 and
40°C for 168h. The same conditions were associated to changes in physical properties:
color and firmness of the inoculated fruits, as well as the ability of microorganisms to
produce autoinducer molecule (Al-1) and develop biofilms on the surface. It was
observed a significant effect (P<0.05) by incubation condition, getting the highest
populations between 7 and 9 logjocfu/g in single and mixed inocula, stored at 22 °© C and
65% RH between 24 and 72 h. The condition of 40°C and 85% RH was inhibitory for
the most inoculated bacteria, except for C. freundii that which maintained its growth of
7 logl0 CFU/g until 168h. The growth of microbial interactions C. freundii and E.
cloacae with ETEC was also affected by the increase of T and RH presenting inhibition
after 72 and 120 h. EHEC reduced its growth by interacting with E. cloacae this trend
was more pronounced after 168 h. The reductions of firmness and increases of the
parameter a* from inoculated fruits, were significant according to storage conditions
especially with E. cloacae, C. freundii with ETEC during 72 hours of storage at 40°C
and 85% RH. The activity of autoinducer molecules was greater in fruits inoculated
with C. freundii and their interactions, considering both storage conditions, which was
related with the development of biofilm on the surface of tomatoes.

Keywords: Lycopersicum esculentum Mill, autoinducer, biofilm, color, firmness,
interaction.
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INTRODUCCION

Entre los principales frutos producidos a nivel mundial se encuentra el tomate o jitomate
(Lycopersicum esculentum Mill) (FAOSTAT, 2006), al cual se le relaciona con su
atractivo sensorial, frescura y beneficios a la salud por su consumo (Raffo et al., 2006).
Asociados a estos atributos se encuentran las especificaciones relacionadas con su
inocuidad que dependen de la microbiota presente, conformada por microorganismos
nativos y patdgenos sobre la superficie o parte interna del fruto. Durante la produccion
de jitomate entre las especies Enterobacteriacacae mas comunmente identificadas en
frutos y diversos materiales se encuentran Enterobacter (E. aerogenes, E. cloacae y E.
agglomerans), Klebsiella terrigena, y especificamente ciertos microorganismos
patogenos tales como Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella se asocian
con multiples brotes de enfermedades gastrointestinales (Escartin, 2002; Beuchat, 2002;
Harris et al., 2003; Smith y Fratamico, 2005; Orozco et al., 2008; Berger et al., 2010).
Asi mismo Sela y Fallik (2009) sugieren que microorganismos de la microbiota nativa
son capaces de secretar enzimas degradativas como pectinasas, celulasas, y proteasas
que favorecen la disponibilidad de nutrientes y propician el desarrollo de otras
poblaciones microbianas. Adicionalmente la accion de estas enzimas puede relacionarse
con la maduracion y pérdida de firmeza, parametros que son decisivos en la calidad de
frutos como el jitomate (Tucker et al., 1980). Otro factor buen indicador de calidad y
frescura de hortalizas es el color, el cual en jitomate es determinante para la decision de
su compra y consumo (Gould, 1974; Arias et al., 2000).

Las condiciones ambientales y de almacenamiento prevalecientes durante las etapas pre
y post cosecha de vegetales crudos son determinantes para la sobrevivencia y/o
crecimiento de ciertos microorganismos (Guo et al., 2002; Suslow, 2002; Iturriaga et
al., 2007, Orozco et al., 2008). También las relaciones entre enterobacterias,
microorganismos epifitos y microflora nativa presentes en plantas, pueden verse
influenciadas por las condiciones como temperatura, humedad y radiacion ultravioleta
presentes durante el cultivo hasta la cosecha. (Dickinson, 1986; Berger et al., 2010).

Evidencias experimentales recientes sostienen que la colonizacidon de ciertos grupos
bacterianos en vegetales crudos, depende de su habilidad para interaccionar entre si a
través de un proceso de comunicacion celular conocido como “Quorum Sensing” (QS).
(Fuqua et al., 1996; Waters et al., 2005). El QS se da por medio de pequefias moléculas
“sefial” conocidas como autoinductores (Al), que juegan un papel esencial en la
sincronizacion y expresion de ciertos genes (Zhang et al., 2004). Las bacterias Gram
negativas producen dos clases de autoinductores: los AI-1 que son Acil Homoserina
Lactonas (AHLS) y AI-2 que son moléculas de furanosilborato diesteres (Surette y
Bassler, 1998; Smith et al., 2004). La produccion de moléculas autoinductoras se
relaciona con la formacién de biopeliculas, permitiendo que los microorganismos
puedan colonizar, internalizar o adherirse a la superficie de los vegetales o bien
mantenerse en comunicacion con la flora nativa (Lynch ef al., 2002; Vance et al., 2003).
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Con base en lo anteriormente expuesto en esta investigacion se estudiaron los
comportamientos microbianos individuales y en poblaciones mixtas de bacterias
pertenecientes a la microbiota nativa del jitomate como son E. cloacae y C. freundii y
los patotipos de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y enterohemorragica (EHEC), frente a
diferentes condiciones de temperatura y humedad relativa (T y RH). Ademas se
relacionaron las condiciones de crecimiento y los cambios en las propiedades fisicas de
los frutos inoculados con diferentes grados de madurez, asi como se evalu¢ la habilidad
de los microorganismos para producir moléculas autoinductoras (Al-1) y formar
biopeliculas sobre la superficie del jitomate.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Jitomates tipo saladette de la variedad “Reserva” fueron recolectados de la parte central
de un invernadero de fertirrigacion, ubicado en la Localidad de Aquixtla, Puebla,
Meéxico. Para homogenizar la edad de los frutos, se considerd el marcaje de 30 plantas
de acuerdo con el dia de la apertura floral, asi se colectaron frutos a los 62, 69 y 76 dias
correspondientes al segundo y tercer racimo. De acuerdo con la carta de color de la
USDA (United States Department of Agriculture) los frutos pertenecieron a los estadios
de madurez del 50%, madurez fisiolégica y de consumo. Lo que corresponde a la
evaluacion visual: inicio pinton (3), rosado (4) y rojo oscuro (6). Los frutos cosechados
se transportaron y almacenaron en condiciones de refrigeracion hasta su procesamiento
en el laboratorio donde fueron lavados y desinfectados por inmersion en una solucion de
etanol al 70% durante 5 minutos, previamente a la inoculacion.

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se utiliz6 una cepa de referencia de FE.coli enterohemorragica (EHEC), dos cepas
nativas de jitomate: Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii y una cepa de
Escherichia coli del patogrupo enterotoxigénico (ETEC) mismas que se muestran en el
Cuadro 9.1. Las cepas E. cloacae y C. freundii fueron aisladas como parte de la flora
nativa del jitomate debido a que se recuperaron con mayor frecuencia en frutos con
diferentes grados de madurez y en diversos invernaderos de la region de Aquixtla,
Puebla. Mientras que E. coli del patotipo ETEC se aisl6 a partir de frutos con grado de
madurez de consumo y serotipificO con antisueros somaticos y flagelares. Para su
clasificacion en patogrupo se utilizd la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
amplificandose el gen /ngA.

A excepcion de A. tumefaciens las cepas bacterianas fueron crecidas durante 24h a 37°C
en caldos de soya tripticaseina (TSA) adicionados con los siguientes antibioticos:
ampicilina 100 pgmL”, rifampicina 100mg-L' y &cido nalidixico 30mgL™”,
induciéndose la resistencia de las cepas de acuerdo con el procedimiento propuesto por
Iturriaga et al. (2003).
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La concentracion de los cultivos bacterianos fue estimada espectrofotométricamente
ajustandose los inoculos entre 10°y 10’ UFC/mL, mismos que fueron confirmados por
recuento en placa en Agar TSA y antibioticos.

Cuadro 9.1. Caracteristicas y origen de las cepas bacterianas empleadas.

Cepas de Referencia

Cepa Caracteristicas Origen
E. coli Patogrupo EHEC UNAM. Laboratorio de
ATCC 700927 Serotipo 0157:H7 Patogenos entéricos, México
Agrobacterium NTL4(pCF218) Universidad de Indiana.
tumefaciens (pCF372) USA

Cepa Patdgena

Frutos de madurez de consumo de
E. coli Patogrupo ETEC jitomate cultivados en la Region de
Serotipo O74:H10 Aquixtla, Puebla.

Cepas Nativas del fruto

Frutos de diferentes grados de
Enterobacter madurez cultivados en la Region de
cloacae Aquixtla, Puebla, México.

Frutos de diferentes grados de
Citrobacter madurez cultivados en la Region de
freun dii Aquixtla, Puebla, México

La cepa curada de 4. tumefaciens NTL4 (pCF218) (pCF372) se crecio en 250 mL del
medio AT minimo cuya composicion consiste en: glucosa 0.5 % (p/v), KH,PO4
(0.079M), (NH4)>SO4 (0.015 M), MgSO4-7H,0 (0.6 mM), CaCl,-2H,0 (0.06mM),
FeSO4.7H,0 (0.027 mM) y MnSO4.H,0 (0.0071 mM) disueltos en agua destilada y
ajustado a pH 7.0 con NaOH IN, se adicionaron como antibidticos estreptomicina (50
ng'mL™) y tetraciclina (5 pg'mL™).

Inoculacion

Durante la inoculacion se utilizaron 100 pL de las suspensiones bacterianas
considerandose in6culos simples: E. coli (ETEC y EHEC), E. cloacae y Citrobacter
freundii e indculos mixtos: E coli (ETEC) + E. cloacae, E coli (EHEC) + E. cloacae, C.
freundii + E coli (ETEC), C. freundii + E coli (EHEC) y E. cloacae+ C. freundii. Los
in6culos fueron distribuidos en gotas de 10 pL en superficies cercanas al “pedunculo”
del fruto dentro de un didmetro de 2 a 3 cm. Para evitar la deshidratacion de los tejidos
y garantizar la adherencia de los microorganismos, los frutos inoculados fueron
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introducidos en cajas petri que contenian papeles filtro Whatman No 4 pre-humedecidos
con agua estéril, creandose ambientes con 100% de Humedad Relativa (HR), las placas
se almacenaron a 37°C durante 90 min (Rathinasabapathi, 2004).

Microambientes

Los frutos provenientes de los ambientes de 100% HR se introdujeron nuevamente en
cajas petri estériles, para ser almacenados en contenedores de plastico (25x10x20cm) en
los que se equilibraron las atmdsferas interiores a una humedad relativa de 60 y 85%
con sales saturadas de NaBr y NaCl, respectivamente (Iturriaga et al.; 2007). Los
contenedores fueron cerrados, sellados herméticamente y almacenados a 22 y 40°C
(£2°C). Las condiciones de almacenamiento (T y HR) se monitorearon con un
registrador ambiental datalogger (Marca HOBO).

Recuento bacteriano

Para el recuento de los microorganismos provenientes de indculos simples y mixtos, los
frutos fueron removidos de los contenedores después de 0, 1, 3, 5 y 7 dias de
almacenamiento. Posteriormente 5 g de fruto fueron homogenizados en S50mL de agua
peptonada al 0.1%, con un ultrahomogenizador T25 IKA WERKE, Staufen.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en agar soya tripticaseina adicionado
con los antibidticos, mismos que fueron descritos en las condiciones de crecimiento de
las cepas. El recuento de las colonias fue realizado después de 24h de incubacion a
37°C y se confirmaron con pruebas bioquimicas tradicionales.

Propiedades fisicas de frutos inoculados

Paralelamente a las mediciones del crecimiento microbiano, se determinaron las
propiedades fisicoquimicas de los frutos lo que permitid establecer relaciones entre
cambios de apariencia (color y firmeza), pH y °Brix en presencia de los
microorganismos en estudio y bajo las diferentes condiciones ambientales de
temperatura y humedad relativa. Las determinaciones se realizaron en frutos con
diferentes grados de madurez (50%, fisioldgica y de consumo) en tres repeticiones. El
pH se determind con un potencidémetro WPA-CD310 (AOAC, 1990) y los °Brix con un
refractometro digital ATAGO 3840 (AOAC, 1990) expresados como porcentaje (%) de
solidos solubles totales. El color fue evaluado con un colorimetro colorflex Mod 6405
utilizando el sistema CIELab y las mediciones fueron realizadas en tres partes diferentes
(base, media y apical) de la superficie del fruto, se consideraron las coordenadas
cromaticas L*(luminosidad), a*(verde/rojo) y b* (amarillo/azul). La firmeza (Kg") se
midi6 con un penetrémetro (TR Mod ST32) y se expreso en términos de la deformacion
producida mediante un puntal conico y penetracion de 2 mm.

Deteccion de autoinductor 1: Acil Homoserina Lactonas (AHLS)

Se utilizaron bioensayos teniendo como sistema los lisados libres de células del
microorganismo reportero A. tumefaciens NTL4 (pCF218) (pCF372) y extractos de
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AHLS de los microorganismos inoculados en los frutos, se determinaron los indices de
induccion en la actividad de expresion de la B-galactosidasa.

Lisado libre de células del microorganismo reportero

El microorganismo reportero A. tumefaciens NTL4 (pCF218) (pCF372) se hizo crecer
en un litro del medio AT a 30°C, con agitacion por 18h, para alcanzar la fase temprana
exponencial y después se colectd por centrifugacion (12,000xg, 10min). Los sedimentos
se recolectaron y re-suspendieron en 5 mL de buffer KH,PO4 (100 mM; pH 7.4).
Posteriormente los sedimentos se sonicaron tres veces por 30 seg y se centrifugaron
(12,000xg) nuevamente a 4°C por 30 min, para remover los fragmentos celulares. Los
sobrenadantes fueron colectados como lisados libre de células y almacenados a -80°C
hasta su uso en los bioensayos.

Extractos de Autoinductor I (Acil Homoserina —Lactonas- AHLYS)

Simultdneamente a los recuentos bacterianos se realizaron las extracciones de las AHLS
producidas por los microorganismos inoculados en los frutos. Se utilizaron 10 mL de la
primera dilucion a la cual se le realizaron tres lavados seriados con 10 mL de acetato de
etilo (acidificado con 0.5% de acido formico), para después filtrar con papel Whatman
No.4. Los extractos se evaporaron con nitrogeno de alta pureza hasta su totalidad y se
re-suspendieron con 1 mL de buffer KH,PO4 20 mM, pH 7.0 y almacenaron a -20°C
para su posterior deteccion (Ravn et al., 2001; Rasch et al., 2005).

Deteccion de la induccion en la actividad de expresion de la B-galactosidasa

Para determinar la induccion en la actividad de expresion de la B-galactosidasa, se
utilizd un método espectrofotométrico que consistio en la adicion dentro de una placa de
96-pozos de: 50 puL del extracto con AHLS, 50 pL del lisado libre de células del
microorganismo reportero y 100 pL de KH,PO4 20 mM (pH 7.0), mismos que se
mezclaron e incubaron a 30°C durante 2 h. Se adiciondé como sustrato cromogeno 1 L
de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactopiranosido) (20mg-mL™), volviéndose a
mezclar e incubar a 30 °C por 1 h. La reaccion colorimétrica se monitoreo a partir de
medir la absorbancia a 635 nm, las mediciones se realizaron por triplicado con un lector
de placas Multiskan Ascent Marca Thermo. Los indices de induccion de la actividad de
expresion de la B-galactosidasa se calcularon segun la siguiente expresion (1).

Absm*10— Absb)—(Absj — Absb)

A
(4bsc) b (Eql)

Donde Absm correspondio a la absorbancia de la muestra, Absj a la absorbancia de los
extractos de AHLS de frutos sin inocular, Absbh a la absorbancia del blanco el cual

consistio en el lisado libre de células, buffer KH,PO4 20mM (pH 7.0) y X-Gal y Absc
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que correspondi6 a la absorbancia del control, que se obtuvo a partir de una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de C8—AHL (N-octanoil- acetil homoserina
lactona SIGMA CAT10940), se consider6 la saturaciéon del sistema con una
concentracion de 2.5 uM de C8-AHL y una 4bs de 0.12.

Preparacion de muestras para la microscopia electronica de barrido y
examinacion

Las muestras de pericarpio fueron preparadas para la microscopia electronica de barrido
considerando los tiempos 0, 3 y 7 dias y dos condiciones de almacenamiento
(22°C/60% de HR y 40°C/85% de HR) de acuerdo con Iturriaga et al. (2007) y algunas
modificaciones segin (Thompson et al., 2006).

Las secciones del pericarpio fueron aproximadamente de 5x5x1 mm y se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% por 24h. Posteriormente se realizaron tres lavados seriados de
cinco minutos con amortiguador de fosfatos y se procedi6 a deshidratar las muestras con
diferentes concentraciones de etanol (30 a 90%) por 45 min y tres cambios de 30
minutos en alcohol al 100%. El secado de los tejidos se realizoé a punto critico con una
secadora (Sandri-780A), después del secado los tejidos se colocaron y orientaron sobre
porta-muestras usando una cinta doble adhesiva de carbon y se recubrieron con oro
durante 4 min en una ionizadora de metales (Ion Sputter JFC1100, Jeol, Fine Coat). Las
muestras resultantes se observaron en un Microscopio Electronico de Barrido (JEOL-
JSM 6390) con un rango de operacion de 10 al5 Kv.

Analisis estadistico de los resultados

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos de las
unidades formadoras de colonias (UFC Log)o) a partir de los recuentos microbianos,
junto con los indices de induccién en la actividad de expresion de la B-galactosidasa,
fueron considerados como respuestas en los analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo
con un nivel de significancia de a= 0.05, utilizando el paquete estadistico Statistical
Analysis System, GLM, version 6.12 (SAS Institute, 1988),

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento de E. coli (EHEC y ETEC), E. cloacae y C. freundii en inoculos
simples sobre la superficie del jitomate

El crecimiento de los cultivos axénicos inoculados en la superficie del jitomate presentd
un efecto significativo (P<0.05) por las condiciones de incubacion, obteniéndose los
recuentos mas altos a 22°C y 65% de HR entre las 24 y 72h post-inoculacion.

La tendencia de crecimiento obtenida es relevante si se considera que las condiciones
ambientales fueron detectadas durante ciertas horas del dia en el interior del invernadero
donde se colectaron los frutos con diferentes grados de madurez, ademds de ser
reportadas como ideales para la produccion de jitomate en agricultura protegida
(Castilla, 2001).
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Se sabe que el crecimiento y sobrevivencia de la microflora patdgena sobre la superficie
de frutos y vegetales se reduce frente a humedades relativas altas (Noel et al., 2010).

En este estudio la condicion de 40°C y 85% de HR inhibié la mayoria de las
enterobacterias inoculadas, a excepcion de C. freundii quien mantuvo su crecimiento de
7 Logio UFC/g hasta las 168h de almacenamiento en los frutos con diferente grados de
madurez (Figura 12.1G). También se detectaron diferencias en la sobrevivencia de los
patotipos de E. coli a 40°C y 85% de HR siendo EHEC la que se recuper6 hasta las
120h en los tres grados de madurez en comparacion con ETEC cuyo crecimiento se
presento solamente hasta las 72h (Figuras 9.1 A, 9.1 B, 9.1 Cy 9.1 D).

Cabe mencionar que ETEC se aislo de frutos de madurez de consumo y EHEC se
selecciond por su capacidad de internalizacidon, multiplicacion y permanencia en
vegetales crudos, considerando los criterios de Olsen ef al. (2000). Ambas bacterias
estan relacionadas con enfermedades infecciosas tales como diarrea del viajero,
gastroenteritis y sindrome urémico hemolitico (Torres, 2009).

En este trabajo los dos patotipos de E. coli mantuvieron un crecimiento mayor de 6
Logio UFC/g a 22°C y 60% de HR, con recuentos muy similares en frutos con
diferentes grados de madurez, manteniendo su poblacion hasta las 164 horas de
incubacion (Figuras 9.1A-9.1D). Particularmente el comportamiento de EHEC
correspondid a lo reportado por Eribo y Ashenafi, (2003), quienes probaron la
sobrevivencia de este patogrupo en jitomate en condiciones semejantes de
almacenamiento.

La tendencia de crecimiento de los microorganismos nativos del fruto C. freundii y E.
cloacae fue similar a la observada con los enteropatdgenos, manteniéndose entre 9 y 10
Logio UFC/g en frutos inoculados con diferentes grados de madurez y almacenados a
22°C y 85%HR (Figuras 9.1E y 9.1G). La permanencia de C. freundii frente a las
condiciones de incubacion podria asociarse a que este microorganismo ha sido aislado
en agua, suelo de cultivo y diferentes vegetales crudos (Tschape et al., 1995). Ademas
de ser considerada una especie comensal de la flora intestinal, que en algunos
aislamientos se ha relacionado con la produccion de una toxina termoestable similar a la
de E. coli enterotoxigenica (Pereira et al, 2010). Mientras que Enterobacter es un
género comunmente responsable del deterioro de alimentos de origen vegetal con
diferentes grados de acidez, debido a su capacidad degradativa y productora de gas,
reduciendo considerablemente la vida de anaquel de los productos (Selma et al., 2003).

Este mismo microorganismo redujo notablemente su poblacion a partir de las 72 h en
los tres grados de madurez en la condicion de 40°C y 85% de HR (Figura 9.1H).
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Figura 9.1: Crecimiento de las cepas bacterianas sobre la superficie del jitomate con
diferentes grados de madurez y almacenamiento. (A y B) E. coli (ETEC), (C y D) E.
coli EHEC, (E y F) C. freundii, (Gy H) E. cloacae. Condiciones de almacenamiento:
22°C /60 de %HR y 40°/85% de HR. Grados de madurez: del 50%= MS50%,
fisiologica= MF y de consumo= MC. HR=humedad relativa.
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Comportamiento de las interacciones bacterianas de E. coli EHEC, ETEC con E.
cloacae y C. freundii sobre la superficie del jitomate

La colonizacion de los microorganismos enteropatogenos ademds de verse relacionada
con las condiciones de temperatura (T) y humedad relativa (HR) dependié de las
interacciones con las bacterias que conforman la microflora nativa del fruto C. freundii
y E. cloacae. En los Cuadros 9.2 y 9.3 se presentan los recuentos de ETEC y EHEC en
presencia de E. cloacae y C. freundii, expuestos a 22°C, 60% y 40°C, 85% de HR.
Especialmente EHEC redujo su crecimiento al interaccionar con E. cloacae siendo mas
acentuada esta tendencia a 40°C y 85% de HR después de 168h de almacenamiento.
Existen reportes relacionados con el efecto de antagonico de E. cloacae sobre patdégenos
como Salmonella en jitomate (Takahashi et al., 1997; Shi et al., 2009). Sin embargo, en
este estudio también se observo que EHEC logro recuperarse después de las 168h en sus
interacciones con C. freundii y E. cloacae en las dos condiciones de almacenamiento en
comparacion de cuando fue inoculado de manera axénica cuya inhibicidn se presentd a
partir de las 168h, es decir la sobrevivencia de EHEC se vio favorecida con la presencia
de algunos de los microorganismos nativos del fruto. Cooley et al., (2006) reportan que
la persistencia de EHEC frente a la flora nativa en lechuga, se puede explicar por la
competencia generada poco después de la inoculacion, lo que forz6 a EHEC a colonizar
un lugar suboptimo para su sobrevivencia.

Mientras que ETEC inhibi6 su crecimiento a partir de las 120 h de incubacién a los
40°C y 85% de HR en frutos con diferentes grados de madurez e independientemente de
las interacciones con la microbiota nativa. En la condicion de 22°C y 60% de HR se
presentaron diferencias significativas (P<0.05) en el crecimiento de ETEC de acuerdo
con el grado de madurez, donde los recuentos mas altos se obtuvieron en frutos con
M50% hasta las 168h con 8.32 y 8.58 Log;o UFC/g en las interacciones con E. cloacae
y C. freundii, respectivamente. La preferencia de patdgenos como E. coli y Salmonella
por colonizar ciertos de grados madurez del jitomate puede estar relacionada con los
cambios de composicion quimica que sufren los frutos durante su maduracion, que
incluye contenido de azucares simples, acidos organicos e inorganicos (Noel et al.,
2010).

En la interaccion de C. freundii con E. cloacae se observd que ambos microorganismos
inhibieron su crecimiento a 40°C y 85% de HR en los grados de madurez MF y MC a
partir de las 72h. Favoreciéndose su crecimiento en la condicion de 22°C y 60% de HR,
manteniendo poblaciones mayores a 7 Log;o UFC/g hasta por 168h en los tres grados de
madurez. El comportamiento de E. cloacae y C. freundii se relaciona con lo propuesto
por Suslow (2002), quien menciona que la capacidad de los microorganismos que
conforman la microbiota nativa para crecer sobre la superficie de los vegetales depende
de condiciones ambientales como humedad relativa y temperatura.
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Cuadro 9.2. Crecimiento de los patotipos EHEC, ETEC y E. cloacae en presencia de C.
freundii inoculados en frutos de jitomate con diferente grado de madurez e incubados a
distintas condiciones de temperatura y humedad relativa.

Recuento en Placa (Log; UFC/g)

Condiciones Grado Tiempo _ _ _
de de del Microorganismo de Iq_flora nativa
Incubacion madurez Muestreo C. freundii
(T°C / HR%) (h)
E. coli E. coli E. cloacae
(ETEC) (EHEC)
22/60 M50% 1.5 6.54+0.48 6.48+0.10 7.47+0.34
24 8.75+0.43 8.84+0.17 8.93+0.35
72 8.93+0.35 8.02+0.22 9.40+0.38
120 9.36+0.58 7.23+0.33 8.04+0.50
168 8.58+0.55 7.87+0.09 8.53+0.38
MF 1.5 6.33+0.18 5.79+0.13 8.20+0.62
24 8.93+0.56 8.62+0.07 8.72+0.51
72 8.37+0.34 8.08+0.17 9.83+0.66
120 6.88+0.31 8.10+0.14 8.09+0.55
168 6.61+0.36 9.17+0.20 7.83+0.67
MC 1.5 5.33+0.16 6.77+0.84 7.74+0.53
24 7.80+0.45 7.92+0.45 8.96+0.33
72 9.23+0.41 7.27+0.67 9.34+0.81
120 7.77+£0.24 7.73+£0.55 8.26+0.33
168 5.95+0.40 7.93+0.33 7.86+0.60
40/85 M50% 1.5 6.54+0.48 6.48+0.10 7.47+0.34
24 8.70+0.45 7.44+0.17 7.14+0.28
72 8.28+0.33 7.66+0.67 5.89+0.64
120 5.44+0.79 8.17+0.14 4.74+0.52
168 SC 8.30+0.15 SC
MF L5 6.33+£0.18 5.79+0.13 8.20+0.63
24 8.60+0.44 8.59+0.61 7.35+0.62
72 7.21+0.11 7.50+0.38 5.74+0.51
120 5.87+0.48 7.43+0.55 SC
168 SC 7.44+0.77 SC
MC 1.5 5.77+0.52 6.77+0.84 7.74+0.53
24 8.16+0.51 8.79+0.54 7.14+0.56
72 7.41+£0.46 6.66+0.67 6.10+£0.47
120 5.34+0.16 6.82+0.18 SC
168 SC 6.58+0.23 SC

Los recuentos representan los promedios * las desviaciones estindar de dos experimentos con tres
repeticiones por experimento. M50%: Madurez del 50%, MF: Madurez Fisiologica, MC: Madurez de
Consumo, SC: sin crecimiento. En negrillas se indican los valores significativos que se discuten en el
texto.
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Cuadro 9.3. Crecimiento de los serotipos E. coli EHEC, ETEC y C. freundii en
presencia de E. cloacae inoculados en frutos de jitomate con diferente grado de madurez
e incubados a diferentes condiciones de Temperatura y Humedad Relativa.

Recuento en Placa (Log;y UFC/g)

Condéziones Grado Tiempo del Microorganismo de la flora nativa
Incubacién mag:irez Mu;el?;reo E. cloacae
(T°C / HR %) . . ..
E.coli(ETEC) E.coli(EHEC) C. freundii
M 50% 1.5 6.25+0.23 5.60+0.12 8.04+0.57
24 7.89+0.46 6.78+0.43 9.07+0.44
72 9.08+0.38 6.60+0.59 9.38+0.49
120 8.59+0.46 6.55+0.25 8.07+0.81
168 8.32+0.26 6.51+0.12 7.84+0.66
MF 1.5 6.96+0.60 5.60+0.17 7.30+0.46
24 7.55+0.30 7.88+0.81 8.30+0.55
22/ 60 72 8.38+0.42 6.28+0.47 8.61+0.76
120 8.09+0.32 6.22+0.49 8.04+0.68
168 7.61+0.36 6.16+0.16 7.30+0.30
MC 1.5 6.82+0.44 5.60+0.12 8.00+0.77
24 8.11+0.32 7.06+0.08 8.33+0.38
72 8.35+0.40 8.07+£0.09 9.20+0.55
120 7.86+0.29 7.82+0.071 8.09+0.58
168 7.10+0.49 7.56+0.18 7.47+0.51
40/85 M 50% 1.5 7.11+0.23 5.60+0.12 8.04+0.57
24 7.81+0.35 5.38+0.55 6.92+0.52
72 7.07+0.32 6.69+0.59 5.66+£0.42
120 5.49+0.38 6.36+0.92 4.85+0.66
168 SC 4.04+0.46 SC
MF 1.5 6.96+0.60 5.60+0.13 7.30+0.46
24 7.80+0.30 5.66+0.72 6.94+0.67
72 5.97+0.20 6.22+0.54 5.86+0.63
120 4.29+0.28 6.53+0.38 SC
168 SC 4.30+0.21 SC
MC 1.5 6.82+0.44 5.60+0.12 8.03+0.77
24 7.25+0.47 6.82+0.46 7.38+0.76
72 6.21+0.32 5.81+0.47 6.07+0.51
120 4.83+0.28 5.65+0.14 SC
168 SC 3.30+0.21 SC

Los recuentos representan los promedios + las desviaciones estindar de dos experimentos con
tres repeticiones por experimento. M50%: Madurez del 50%, MF: Madurez Fisiologica y MC:
Madurez de Consumo, SC: sin crecimiento. En negrillas se indican los valores significativos
que se discuten en el texto.
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Condiciones de crecimiento y cambios en las propiedades fisicas de los frutos
inoculados:

En este trabajo la sobrevivencia y crecimiento de las enterobacterias estudiadas en la
superficie del fruto se presentaron independientemente del pH del jitomate a diferentes
grados de madurez de 4.24, 4.17 y 4.39 para M50%, MF y MC, respectivamente. La
acidez del fruto se debe principalmente a la presencia de 4cidos organicos como el acido
citrico, siendo el predominante que contribuye a los parametros de sabor y calidad
interna del fruto (Hobson y Bedford, 1989).

Otro factor ademas del pH relacionado con la calidad del jitomate es la firmeza, misma
que forma parte de los requisitos de preferencia por el consumidor junto con el color del
fruto (Romojaro et al., 2007). La firmeza del jitomate se define como la resistencia que
opone el fruto para ser deformado, entre los principales compuestos que determinan la
conformacién se encuentran las pectinas, celulosa, hemicelulosa y proteinas (Paul et al.,
1999). Mientras que el parametro a* de color de la escala HunterLab, se relaciona con
las tonalidades rojizas que se alcanzan durante la maduracion del fruto (Arias et al.,
2000), siendo el color uno de los criterios de cosecha por parte de los productores de
hortalizas.

En el Cuadro 9.4 se presentan los valores del parametro de color a* y firmeza de frutos
inoculados con tiempos de incubacion de 24 y 72h, en los cuales se garantizd el
crecimiento de las cepas en estudio, considerando las dos condiciones 22°C, 60% de HR
y 40°C, 85% de HR. Se observd un efecto altamente significativo (P<0.01) por la
condicién de almacenamiento, presentindose mayor firmeza en los frutos expuestos a
22°C y 60% de HR independientemente del grado de madurez, esta tendencia fue mas
clara en presencia de C. freundii con algunas de sus interacciones ETEC y E. cloacae en
frutos con madurez fisioldgica y de consumo, respectivamente. Bajo esta misma
condicion no se observaron diferencias significativas (P<0.05) en los frutos inoculados
con los diferentes patogrupos de EHEC y ETEC (datos no presentados). También se
observaron reducciones en la firmeza a 22°C y 60%HR, siendo méas notorias en frutos
inoculados con E. cloacae y ETEC procedentes de diferentes grados de madurez y con
72h de incubacion.

En la condicion de 40°C y 85% de HR los frutos que presentaron menor firmeza fueron
aquellos de grados de madurez MF y MC inoculados con E. cloacae interaccionando
con ETEC y C. freundii. Especificamente en frutos con grado de madurez de consumo
también se presentaron disminucion en su firmeza al ser inoculados con C. freundii y
ETEC (Cuadro 9.4). Lo anterior es de interés econdémico debido a que la firmeza es uno
parametros mas importantes para la cosecha y comercializacion del fruto por parte de
los productores.

Los valores obtenidos del pardmetro a* tendieron a disminuir significativamente en
frutos inoculados con C. freundii y almacenados a 40°C y 85%HR por 72 horas.
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En esta misma tendencia se observé en la condicion de 22°C pero solo en frutos con
madurez fisioldgica y de consumo. Mientras que los valores de a* mas altos (frutos mas
rojizos) se tuvieron en jitomates inoculados con E. cloacae y sus interacciones, con
grados de madurez fisiologica y de consumo expuestos a 40°Cy 85% de HR (Cuadro
9.4).

Cuadro 9.4. Valores del pardmetro firmeza y de color a* de frutos de jitomates con
diferentes grados de madurez inoculados y almacenados a distintos tiempos de
incubacioén (24y 72h) y dos condiciones de temperatura y humedad relativa.

Parametro de Firmeza Parametro de color a*

Frutos de Madurez del 50%

T22°C/60% HR T40°C /85% HR T22°C /60% HR T40°C /85% HR
Tiempo de incubacion (h)
M. O. 24 72 24 72 24 72 24 72
inoculado
E. cloacae  3.3+0.2 2.9+0.2 2.840.5 2.3+0.2 19.3+0.1 20.5£0.6  19.9+03  21.6+0.7
E. cloacae  3.1+0.5 2.8+0.5 2.6+0.8  1.9+0.1 16.3+0.2 17.4+0.1 13.9+0.2  12.1£0.5
+ (ETEC)
E. cloacae  3.3%0.5 2.9+0.4 2.8+0.5 2.1£0.6 10.8£0.2  14.94+0.3 6.2+0.4 8.8+0.4
+C.freundii
C. freundii  3.5+0.2 3.8+0.9 2.9+0.4 2.3+£0.6 19.7£0.4  21.5+0.1 11.3+£0.5 5.2+0.3
C. freundii  3.2+0.6 2.7+0.7 2.840.9 2.6+£0.8 16.2+0.1 12.1+£0.2  13.2+0.2  12.0+0.3
+ETEC
Frutos de Madurez de Fisioldgica
E. cloacae  2.9+0.7 2.5+0.2 2.7+0.1 2.1+0.8 31.92+0.3 32.4+0.4  32.3+0.1 33.2+0.4
E. cloacae  2.9+0.8 2.4+0.04 2.5+0.4 1.7£0.3  17.41+0.1 18.1+0.2  18.2+0.1  18.6+0.2
+ ETEC
E. cloacae  3.1+0.1 2.6+0.6 2.5440.1 1.6£0.6  17.17+0.1 21.2+0.2  13.4+£0.2 13.23+0.1
+C.freundii
C. freundii  3.1+0.6 2.5+0.1 2.8+0.2 1.9+0.4 14.840.1 11.8+0.3 15.2+0.3 11.4+0.1
C. freundii  3.3%0.6 3.4+£0.5 2.6£0.6 1.7+0.3 17.4+0.3 21.6+£0.2 18.2+0.1 18.3+0.2
+ETEC
Frutos de Madurez de Consumo
E.cloacae  2.2+0.3 1.9+0.10 2.240.1 1.6+0.6 36.1£0.2  36.2+0.4  36.5£0.4  37.8+0.7
E.cloacae 2.2+0.4 1.8+0.4 1.6+0.5 1.2+0.5 21.6+0.3  20.4+0.3  18.4+04  19.4+0.8
+ETEC
E.cloacae 2.9+0.1 2.1+0.7 2.1+0.4 1.3£0.5 20.5£0.2  21.1£0.1  19.7+0.1  11.8+0.7
+C.freundii
Cfreundii 2.2+0.1 1.9+0.9 2.1£0.7 1.5+0.8 19.9+£0.7  17.9+0.5 18.4+04  10.3+0.1
C.freundii 2.1+0.5 1.8+0.8 1.8+0.6 1.1+0.8 18.4+0.4  20.3x0.3 21.6+0.4 19.4+0.8
+ ETEC

Los recuentos representan los promedios + las desviaciones estandar de tres repeticiones por experimento.
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Produccién de moléculas autoinductoras Al-1 (AHLS) y formacion de biopeliculas a
partir de las interacciones bacterianas de E. cloacae y C. freundii con EHEC vy
ETEC.

Las acetil homoserina lactonas (AHLS) son moléculas producidas por la mayoria de las
bacterias Gram negativas y son sintetizadas por proteinas de la familia LuxlI, y censadas
por un grupo de proteinas o factores transcripcionales conocidas como LuxR
(Greenberg, 1997; Ravn et al., 2001; Van Houdt ef al., 2006).

Entre las enterobacterias productoras de AHLS se encuentran E. cloacae y FE.
aerogenes, C. freundii, Serratia marcescen, Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca (Wang
et al., 2006). La acumulacion de AHLS en el medio se encuentra relacionada con las
condiciones ambientales o de cultivo, como son: tipo de nutriente, temperatura de
incubacion, humedad y pH; mismas que determinan la composicion de la poblacion
bacteriana (Cloak et al., 2002).

Las enterobacterias E. coli y Salmonella son incapaces de producir Al-1, sin embargo
pueden alterar su expresion génica en respuesta a la presencia de AHLS en el medio, a
través de un regulador transcripcional SdiA similar a LuxR (Ahmer, 2004). Segun Van
Houldt et al. (2006) el hecho de que E. coli pueda detectar la presencia de bacterias
vecinas le puede ayudar a sobrevivir en condiciones hostiles y competir con la flora
nativa por los nutrientes presentes en el medio.

En esta investigacion se hizo hincapié en la determinacion de AHLS producidas por las
especies aisladas en la microflora nativa del fruto (C. freundii y E. cloacae) en presencia
de distintos patogrupos de E.coli y bajo diferentes condiciones de incubacion. Las
determinaciones del Al-1 fueron realizadas “‘in-sifu” paralelamente a los recuentos
bacterianos y fueron expresadas como indices de induccion de la actividad de la B
galactosidasa (IID).

En general se observo que los IID presentaron diferencias significativas entre si
(P<0.05) de acuerdo con la condicidon de incubacion, siendo los IID mas altos los
obtenidos en frutos inoculados con C. freundii considerando como condicién de
incubacion 40°C y 85% de HR (Cuadros 12.5 y 12.6). El hallazgo anterior puede
relacionarse con lo reportado por Kawaguchi et al. (2008) quienes demostraron mayor
estabilidad de las AHLS en temperaturas entre 30 y 40°C y reduciéndose a partir de los
50°C, estas determinaciones fueron realizadas también por medio de bioensayos con A.
tumefaciens.

De acuerdo con la relacion tiempos de incubacion y produccion de los IID se detectod
que en la condicion 2 (40°C y 85% de HR) los valores fueron cominmente mayores
(Cuadros 9.5 y 9.6), sin embargo, en esta misma condicion algunas interacciones
bacterianas solamente presentaron respuesta de induccion hasta las 72 h de incubacion,
a diferencia de la condicién 1 (22°C y 60%HR) en donde se presentd induccion hasta
168 horas.
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Asimismo se observaron diferencias significativas en los IID de C. freundii (P<0.05) de
acuerdo con la interaccion con los serotipos de E.coli, donde los IID mas altos
correspondieron a la interaccion de C. freundii y EHEC a las 120 y 168h incubados a
40°C y 85% de HR, condiciones en las que ambas bacterias mantuvieron su
crecimiento (Cuadro 9.5). En contraste en la interaccion de C. freundii y ETEC se
observd que a partir de las 72 no fue detectada induccion a la actividad de la
galactosidasa, reduciéndose también el crecimiento de C. freundii en competencia con
ETEC quien mantuvo se viable hasta las 120h (Cuadro 9.5).

Los IID de la interaccion de C. freundii y E. cloacae fueron significativamente menores
a los obtenidos cuando se inoculd individualmente C. freundii en los frutos, con
respuesta de induccion solamente hasta las 72 h con 40°C y 85% de HR, lo cual sugiere
que a pesar de ambas enterobacterias C. freundii y E. cloacae son capaces de producir
AHLS, los IID de E. cloacae fueron menores a los alcanzados con C. freundii. Es decir
en la interaccion C. freundii y E. cloacae la produccion de AHLS se debe
principalmente a la presencia de C. freundii y en menor medida a E. cloacae (Cuadro
9.5). Podria sugerirse que bajo las condiciones de estudio y de acuerdo con la
produccion AHLS en la interaccion mencionada, se favorecié la comunicacion intra en
vez de inter especies.

Cuadro 9.5. Produccion de AHLS por C. freundii y/o EHEC y ETEC en dos
condiciones de temperatura y humedad relativa.

Condicion (1) Condicion (2)
(22°C/60%HR) (40°C/85%HR)

Microorganis Induccién de Recuentoen  Inducciondela  Recuento en

mo Tiempo de |5 Actividad Placa Actividad de la Placa
Muestreo de la (Log1oUFC/g)  PGalactosidasa  (Log;(UFC/g)

(h) BGalactosidasa

C. freundii 24 7.87+0.15 8.42+0.19 15.840.31 8.07+0.22
72 6.56+0.22 9.15+0.35 24.98+1.9 9.08+0.32
120 3.49+0.22 9.57+0.53 20.56+0.9 7.90+0.30
168 3.14+0.60 9.95+0.33 16.14+0.3 7.30+0.30
C. freundii+ 24 4.79+0.25 7.834+0.73 ND 8.02+0.71
EHEC 72 6.36+1.08 10.05+£0.26 5.64+0.50 8.87+0.95
120 1.13+0.49 8.59+0.17 8.22+0.79 8.05+0.82
168 ND 7.58+0.40 8.11+0.39 6.85+0.53
C. freundii+ 24 1.53+1.03 8.86+0.70 0.22+0.85 8.87+0.46
ETEC 72 1.854+0.89 9.08+0.63 ND 6.57+0.62

120 4.59+1.44 7.26+0.37 ND S/C

168 3.06+0.51 6.12+0.23 ND S/C
C. freundii+ 24 3.38+0.19 8.32+0.38 4.90+0.96 7.384+0.76
E. cloacae 72 3.37+0.46 9.20+0.55 2.6+0.61 6.07+0.51

120 3.734+0.82 8.09+0.58 ND S/C

168 5.67+1.04 7.47+0.51 ND S/C

Los indices de induccion y recuentos representan los promedios + las desviaciones estandar de tres
repeticiones por experimento. SC Sin crecimiento, ND No Detectable.
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En el Cuadro 9.6 se muestran los IID de E. cloacae los cuales fueron menores a los
alcanzados con C. freundii, considerando las mismas condiciones de incubacion. Se
presentaron diferencias significativas en los IID cuando E. cloacae crecio a 22°C en
comparacion con los obtenidos a 40°C.

La tendencia anterior se relaciona con lo reportado por Kirwan et al. (2006) quienes
sefialan que la temperatura puede ser una de las condiciones ambientales idoneas para
regular la disponibilidad de AHLS a nivel celular. Los valores méximos de los IID se
obtuvieron en las interacciones de E. cloacae con C. freundii y EHEC en la condicion
de 22°C/65%HR con 168h de incubacion. También se pudo observar que a 40°C y 85%
HR la actividad de induccién fue minima o nula a partir de las 72h de incubacion a
excepcion de la interaccion E. cloacae con ETEC detectandose niveles de IID hasta las
120h.

Cuadro 9.6. Produccion de AHLS en E.cloacae y/o E.coli (EHEC, ETEC) en dos
condiciones de temperatura y humedad relativa.

Condicion (1) Condicion (2)

. . Tiempo (22°C/60%HR) (40°C/85%HR)
Microorganismo de v v
Muestreo Indgcglon dela Recuento en IndI:IC.CIOIl dela Recuento en
(h) Actividad Qe la Placa Actividad .de la  Placa
B-Galactosidasa  (LoglOUFC/g)  BGalactosidasa  (LoglOUFC/)
E. cloacae 24 1.41+1.04 9.10+0.12 1.66+0.77 7.7+0.5
72 2.03+0.64 9.44+0.49 1.54+0.48 6.71£0.4
120 2.12+1.04 9.52+0.58 ND 5.69+0.17
168 2.12+1.08 9.77+0.36 ND S/C
24 ND 6.77+0.91 ND 6.44+0.07
E. cloacae 72 0.93+0.86 7.23+0.11 0.91+0.22 7.63+0.08
+EHEC 120 2.21+0.97 8.29+0.40 ND 5.63+0.07
168 3.75+1.08 8.49+0.25 ND 4.59+0.13
E. cloacae 24 ND 8.11+0.31 1.24+0.31 7.96+0.85
+ETEC 72 1.27+0.38 8.35+0.40 3.07+0.65 6.14+0.49
120 3.07+0.92 7.87+0.29 1.99+0.72 4.56+0.45
168 0.8+0.05 6.52+0.49 ND 3.5+0.44
24 3.38+0.19 8.96+0.33 4.90+0.96 7.14+0.6
E. cloacae + 72 3.37+0.46 9.34+0.81 2.6+0.61 6.10+0.4
C. freundii 120 3.73+0.82 8.26+0.33 ND S/C
168 5.67+1.04 7.86+0.60 ND S/C

Los indices de induccion y recuentos representan los promedios + las desviaciones estandar de tres
repeticiones por experimento.SC Sin crecimiento, ND No Detectable.

Diferentes reportes sugieren que la produccion de moléculas autoinductoras por
bacterias Gram negativas puede estar relacionada con la formacion de biopeliculas en
superficies bidticas y abidticas, contribuyendo en un riesgo de contaminacion durante el
procesamiento de alimentos (Carpentier y Cerf, 1993; Davies et al., 1998; Lynch et al.,
2002; Vance et al., 2003).
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Lo anterior debido a que la microflora no adherida es mas facilmente eliminada durante
la desinfeccion, en comparacion con que aquella que se encuentra formando
biopeliculas (Michiels ef al., 1997; Du et al., 2008).

Durante la formacion de una biopelicula se pueden observar cinco etapas: a) Absorcion
inicial reversible de las células a la superficie, b) adherencia y produccion de una
sustancia polimérica extracelular (EPS), c) desarrollo temprano de la arquitectura de la
biopelicula, d) maduracién y e) dispersion de las células en la biopelicula (Lewis, 2001).

Segun Perrot et al. (1998) la habilidad de los microorganismos por formar biopeliculas
estd directamente relacionada con las condiciones de estrés ambiental como son
limitaciones de nutrientes, radiacion solar y variaciones de temperatura. Al respecto
Else et al. (2003) demostraron que ambientes con humedad relativa del 100% vy
temperatura de 30°C son las condiciones Optimas para la adherencia y formacion de
biopeliculas en diferentes tipos de superficies abidticas. En jitomate Iturriaga et al.
(2007) mencionan que en condiciones de 95% de humedad relativa y 22°C son las
idéneas para la formacién de biopeliculas por Salmonella sobre la superficie del fruto.
En este mismo vegetal se documenta que las condiciones para producir el autoinductor-
2 estan directamente relacionadas con la formacion de biopeliculas por E.coli O157:H7
(Lu et al., 2005). Esta relacion entre produccion de autoinductores y formacion de
biopeliculas permite que los microorganismos puedan colonizar o adherirse a la
superficie de vegetales o bien mantenerse en comunicacion con la flora nativa (Van
Houdt, 2004).

Durante la adherencia de patdégenos como E. coli y Salmonella sobre la superficie de
vegetales estdn involucrados algunos polimeros como el poli B-1,6-N-acetil-D-
glucosamina, acido colanico, antigeno capsular “O” y fimbrias agregativas (Jeter y
Matthysse, 2005; Solomon et al., 2005). Especificamente las fimbrias curli son
producidas por varias especies Enterobacteriaceae como son Enterobacter sp.,
Salmonella Typhimurium, E. coli y C. freundii permitiéndoles la interaccion y
adherencia a superficies que han mostrado la formacion de biopeliculas (Zogaj et al.,
2003; Ferndndez et al., 2003). La sobrevivencia de estos microorganismos y su
capacidad de formar biopeliculas, reducen la eficiencia de programas de limpieza y
desinfeccion durante la produccion de alimentos (Fett, 2000).

En la naturaleza las biopeliculas se encuentran conformadas por la presencia de
multiples especies Pereira et al., (2010), de ahi que en el presente trabajo se considero la
formacion de biopeliculas por especies simples y por interacciones bacterianas,
evaluando la ocurrencia de efectos sinérgicos para su sobrevivencia en las condiciones
ambientales estudiadas.

Las imagenes de microscopias de barrido mostraron a un tiempo de incubaciéon de 1.5
horas un gran nimero de células bacterianas dispersas sobre la superficie de los frutos
inoculados, detectandose ya iniciada la adhesion de C. freundii sobre el pericarpio del
jitomate (Figuras 9.2 Ay 9.2 B).
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A partir de las 72h las microscopias correspondientes a las interacciones microbianas
como C. freundii y ETEC revelan el desarrollo de estructuras tipo biopeliculas en la
superficie lograndose apreciar numerosas bacterias embebidas, considerando como
condicién de incubacion 22°Cy 65% de HR (Figura 9.2 C). Mientras que a 40°C y 85%
de HR con 72 h y con la misma interaccion se pudo observar que el tejido vegetal
presentd varias grietas en la superficie del fruto sobre las cuales se detectaron varias
células bacterianas adheridas (Figura 9.2 D).
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FIGURA 9.2: Microscopias de barrido en el pericarpio de jitomate inoculado con C.
freundii y la interaccion C. freundii y ETEC a 22 y 40°C con 65y 85% de HR. A y B)
1.5 horas las microscopias muestran iniciada la adherencia de C. freundii sobre la
superficie del fruto. C) 72horas con 22°C y 65% de HR C. freundii y E. coli ETEC
formar una estrutura tipo biopelicula y D) 72horas con 40°C y 85% HR se observa la
adherencia de células C. freundii y ETEC sobre la superficie del tejido vegetal
agrietado.
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Las Figuras 9.3A-9.3D corresponden a microscopias de barrido con E. cloacae a 40°C y
85% de HR, las cuales son similares a las reportadas por Herson et al. (1987) quienes
evaluaron el efecto del tiempo de adherencia y formacion de biopeliculas en la
sobrevivencia de E. cloacae. Después de 72 h de incubacion se observaron poblaciones
de células bacterianas adheridas a un material extracelular con morfologia amorfa y
varias estructuras bacilares. Finalmente a las 162h solamente fue posible detectar
material extracelular y algunas células bacterianas embebidas. Los cambios
estructurales durante la adherencia de los microorganismos nativos E. cloacae y C.
freundii, pudieron estar relacionados con las condiciones de estrés generadas con los
incrementos de temperatura y humedad a los que fueron expuestos durante el
almacenamiento los frutos inoculados.
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FIGURA 9.3. Microscopias de barrido de pericarpio de jitomate inoculado con E.
cloacae a 40°C y 85% de HR. A y B) 72 horas se observan poblaciones de células
adheridas y material extracelular. C y D) 162 horas de incubacion se observa material
extracelular y solamente algunas bacterias embebidas.
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CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se demostrd que el comportamiento
de los microorganismos patogenos (E. coli ETEC y EHEC) y flora nativa (E. cloacae y
C. freundii) son capaces de colonizar el jitomate, dependiendo directamente de las
condiciones ambientales prevalecientes durante el almacenamiento de los frutos. Los
recuentos mas altos de la microbiota presente (patdgena y nativa) se obtuvieron a 22°C
y 65% de HR entre las 24 y 72h de crecimiento, condicién que fue iddnea para
garantizar la adherencia y la formacion de biopeliculas sobre la superficie del fruto.

La sobrevivencia de EHEC y ETEC varié6 de acuerdo con su interaccion con los
microorganismos de la flora del jitomate, independientemente del grado de madurez de
los frutos inoculados. Mientras que la actividad de las moléculas autoinductoras fue
mayor con C. freundii y sus interacciones con los patogrupos de E. coli en la condicion
de 40°C y 85% de HR. Adicionalmente la presencia de cierta flora sobre el pericarpio
del fruto tuvieron un efecto significativo sobre las propiedades fisicas, especificamente
las reducciones de firmeza se presentaron en frutos inoculados con las interacciones de
E. cloacae y C. freundii con E. coli (ETEC) incubados a 40°C durante 72h de
incubacion. Bajo estas mismas condiciones los valores del pardmetro de color a* se
incrementaron, reflejandose en frutos mas rojizos los cuales fueron inoculados con F.
cloacae y sus interacciones. Mientras que reducciones de a* se presentaron por la
presencia de C. freundii en frutos almacenados en ambas condiciones de temperatura y
humedad (22°C/60%HR y 40°C/85%HR). Los hallazgos obtenidos pueden ser
utilizados para plantear propuestas relacionadas con el biocontrol en la contaminacién
del jitomate ya sea durante su desarrollo o bien en su cosecha en relacion con las
condiciones ambientales presentes en el invernadero y con las posibles interacciones
microbianas que puedan presentarse durante la colonizacion del fruto.
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IX. CAPITULO VII

“PARAMETROS DE CALIDAD Y COMPONENTES QUIMICOS DE JITOMATE
CULTIVADO EN DIFERENTES TIPOS DE INVERNADERO Y CONDICIONES
AMBIENTALES”:

“QUALITY PARAMETERS AND CHEMICAL COMPONENTS OF TOMATO GROWN
IN DIFFERENT TYPES OF GREENHOUSE AND ENVIRONMENTAL CONDITIONS”

RESUMEN

Los sistemas de produccion de jitomate en invernadero pueden variar de acuerdo con las
condiciones de manejo y ambientales, mismas que pueden influir sobre la calidad y
composicion quimica del fruto. Entre las condiciones ambientales mas importantes se
encuentran: la temperatura, intensidad de la luz y humedad relativa, otros factores como
el tipo de invernadero, estadio de madurez durante la cosecha, variedad y cultivar
utilizado en la produccion, también pueden afectar la calidad del fruto. Por lo que la
presente investigacion enfoco su objetivo en evaluar las variaciones en los parametros
de calidad (pH, °Bx, color, acidez titulable, indice de madurez, firmeza y azlcares
totales) y los contenidos de compuestos bioactivos (licopeno, acido ascorbico, clorofila
y carotenoides totales) de frutos de jitomate provenientes de siete invernaderos de
fertirrigacion e hidroponia, en los que se monitorearon las condiciones ambientales.Se
evaluaron frutos de las variedades Reserva, Charleston, 7705 y La Joya, en madurez del
50% (M50%), madurez fisiologica (MF) y madurez de consumo (MC). Las humedades
relativas y temperaturas maximas presentes en los invernaderos afectaron
significativamente (P < 0.01) los contenidos de licopeno y 4acido ascorbico en frutos con
diferentes grados de madurez de las variedades La Joya y Charleston. Los parametros
de calidad presentaron diferencias significativas de acuerdo con las variedades y grados
de madurez de los frutos y fueron mas estables a las condiciones extremas de
temperatura y humedad relativa. La firmeza se correlaciono6 significativamente con los
indices de color a*/b*, (a*/b*)’ y contenidos de compuestos bioactivos. Se tuvieron
diferencias significativas en la composicion quimica de los frutos de acuerdo con el
grado de madurez, los mayores contenidos de licopeno se obtuvieron con la variedad
Reserva en los tres grados de madurez (6.29, 14.22 y 26.56 mg.kg" PF) cultivados en
hidroponia, mientras que para acido ascorbico la variedad 7705 fue la que tuvo los
valores més altos (35.81, 28.31 y 16.53 pg-g™' PF) y provinieron de frutos cultivados en
fertirrigacion.

Palabras clave: Lycopersicum esculentum Mill, condiciones ambientales, compuestos
bioactivos, fertirrigacion, hidroponia.
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ABSTRACT

Systems of tomato production in greenhouses can differ according to the environmental
and management conditions, which can influence the quality and chemical composition
of the fruit. Among the most important environmental conditions are: temperature, light
intensity and relative humidity, other factors such as greenhouse type, stage of maturity
at harvest, variety and cultivar can also affect fruit quality. As this research aimed to
assess changes in quality parameters (pH, © Bx, color, acidity, maturity index, firmness
and total sugars) and the contents of bioactive compounds ( lycopene, ascorbic acid,
chlorophyll and total carotenoids) of tomato fruits from seven hydroponics and
fertigation greenhouses, and in which environmental conditions were monitored. The
varieties of fruits Reserva, Charleston, 7705 and La Joya were assessed at maturity:
50% (50% M), physiological maturity (PM) and ripe (R). The relative humidity and
high temperatures in the greenhouse affected significantly (P < 0.01) content of
lycopene and ascorbic acid in fruits with different stages of maturity of varieties La
Joya and Charleston. The quality parameters showed significant differences according
to the varieties and stages of fruit maturity and were stadier to extreme temperatures and
relative humidity. Firmness was significantly correlated to color indeces a*/b*, (a*/b*)*
and content of bioactive compounds. In the chemical composition of the fruits were
significant differences according to the stage of maturity, the higher content of lycopene
were found at the Reserva variety in the three stages of maturity (6.29, 14.22 and 26.56
mg.kg' PF) grown in hydroponics, while the variety 7705 had the highest values of
ascorbic acid (35.81, 28.31 and 16.53 mg-g-1 FW) and came from fruit grown in
fertirigation.

Keywords: Lycopersicum esculentum Mill, bioactive compounds, environmental
conditions, fertirigation, hydroponics.
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INTRODUCCION

La produccion del tomate o jitomate (Lycopersicum esculentum Mill) se reconoce a
nivel mundial como uno de los principales cultivos, lo cual se justifica por su
importancia en la dieta del ser humano (FAOSTAT, 2006). En México el cultivo de
jitomate en invernadero se ha incrementado notablemente en los ultimos diez afios, con
148,000 tm correspondientes a 950 ha, gran parte se exporta a Estados Unidos, Canada
y Europa (Cook et al., 2005). Durante la produccion de jitomate se involucran un gran
numero de interacciones complejas entre el cultivar, el ambiente y el manejo del cultivo;
donde cada uno juega un papel en la calidad del fruto (Schnitzler y Gruda, 2003). Los
atributos de calidad del jitomate son evaluados a través de las propiedades fisico-
quimicas del fruto, entre las que destacan: el contenido de sdlidos solubles totales
(°Brix), pH, peso, contenido de 4cidos organicos (acidez titulable), color, firmeza, sabor
y aroma. Algunos de estos atributos estdn directamente relacionados con la preferencia
del consumidor y con los parametros para la comercializacion y procesamiento del fruto
(Kader et al., 1977).

La composicion quimica del jitomate es muy variada, actualmente estudios
epidemiologicos sugieren que ciertos componentes conocidos como fitoquimicos estan
directamente relacionados con la prevencion de ciertas enfermedades cronico-
degenerativas de tipo cardiovasculares y cancerigenas (Weisburger, 1999; Willcox et
al., 2003.) Actualmente estas propiedades antioxidantes se relacionan con la presencia
de compuestos conocidos como “bioactivos” entre los que destacan el licopeno,
carotenoides, acido ascorbico, flavonoides y vitamina E. (Raffo et al., 2006).

Para mejorar la produccioén de jitomate se han implementado sistemas especiales de
produccion que incluyen hidroponia y fertirrigacion. Sin embargo, estos sistemas
agricolas pueden variar de acuerdo con las condiciones de manejo y ambientales,
mismas que influyen en las parametros de calidad y composicion quimica del fruto
(Dumas et al., 2003; Brandt et al,, 2006; y Juroszek et al., 2009). Entre los factores
ambientales de importancia se encuentran la temperatura, humedad relativa, intensidad
de la luz, naturaleza del suelo, etc. Mientras que las condiciones de cultivo consideran el
abonado, riego, poda, tratamiento, etc. (Valero et al., 2002).

Por otra parte se sabe que las variaciones en el contenido y composicion quimica del
fruto de jitomates estan relacionados con la variedad, grado de madurez, practicas de
cultivo, condiciones de temperatura y luminosidad que existen durante la produccion,
almacenamiento y comercializacion del fruto (Abushita et al., 2000; Binoy et al., 2004).

De ahi que el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la variabilidad en los
parametros de calidad y composicion fitoquimica del jitomate; considerando diferentes
grados de madurez, cultivares, condiciones ambientales y sistemas de produccion.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El estudio se realiz6 en siete invernaderos tipo microtunel, durante el ciclo primavera-
verano del 2008 (febrero-julio), en las localidades de Aquixtla, Tlaltempa, La Loma y
Cuautieco, pertenecientes al Municipio de Aquixtla, Puebla, se consideraron los dos
sistemas de produccion predominantes en la region: hidroponia y fertirrigacion. Las
variedades y tipos de jitomate cultivados en cada comunidad, fueron: “Reserva” tipo
saladette en localidad de La Loma y Aquixtla, “Charleston™ tipo bola y “7705” tipo
saladette en Cuautieco y La Joya y Anibal tipo saladette en Tlaltempa. Las plantulas de
cada variedad fueron trasplantadas a las cuatro semanas de edad y a partir de la etapa de
floracion se consider6 el marcaje de las plantas para identificar y registrar los grados de
madurez. Los frutos con 50% de madurez (M50%), madurez fisiologica (MF) y de
consumo (MC) correspondieron a 62, 69 y 76 dias de crecimiento posteriores a la
floracion. Para la cosecha de los frutos ademas del marcaje se relaciono la coloracion de
los frutos de acuerdo con la carta de color de la USDA (United States Department of
Agriculture), los estadios de madurez del 50%, madurez fisiologica y de consumo
coindicen con la evaluacion visual: inicio pintén (3), rosado (4) y rojo oscuro (6),
respectivamente.

Monitoreo de condiciones ambientales

Las condiciones ambientales monitoreadas en los invernaderos fueron la temperatura
(°C), la radiacion fotosintéticamente activa (RFA, umol'm?'s™) y la humedad relativa
(%HR) recibidas en el interior de cada invernadero a un metro por encima de la altura
total de las plantas. Las mediciones se realizaron con un Datalogger (Marca HOBO), el
cual se colocod en un soporte de acrilico y se suspendi6 en la parte central de la
estructura. El registro de las condiciones ambientales se realizd6 cada hora desde el
momento del trasplante. Para relacionar las variables climaticas con los resultados
obtenidos en la composicion quimica de los frutos, se consideraron los datos de los
ultimos 12 dias que son decisivos en la pre-cosecha para alcanzar los diferentes grados
de madurez del fruto (50%: M50%, madurez fisiologica: MF y madurez de consumo:
MC) en las diferentes variedades cultivadas en los invernaderos bajo los sistemas de

hidroponia y fertirrigacion; manteniendo tres dias previos a cada cosecha. (Brandt ef al.,
2006).

Parametros de calidad

Las determinaciones se realizaron en frutos con tres grados de madurez (M50%, MF y
MC) con cuatro repeticiones se incluyeron las caracteristicas internas de los frutos (pH,
solidos solubles totales-°Brix y acidez titulable-AT) y a las caracteristicas externas
(color y firmeza).

137



Caracteristicas internas

Se determinaron en jugo extraido a partir de 10 g de fruto en los diferentes grados de
madurez. La lectura del pH se realiz6 con un potenciometro WPA-CD310 (AOAC,
1990) y los °Brix con un refractometro digital ATAGO 3840 (AOAC, 1990). Los °Brix
fueron expresados como porcentaje (%) de solidos solubles totales. La acidez titulable
se determind por titulacion con NaOH al 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.1 y se expresé
como equivalentes de acido citrico (%, p/v) (Mencarelli y Salveit, 1988). Los indices de
madurez (IM) se calcularon mediante la relacion °Brix/acidez titulable. Los contenidos
de azlcares totales se determinaron mediante el método de Antrona de acuerdo con
(Montreuil et al., 1997) con modificaciones para un micro método. Se realizaron tres
extracciones sucesivas de un 1g de tejido con 5 mL de etanol al 80% en bafio maria a
temperatura de ebullicion. Las determinaciones colorimétricas se detectaron a una
absorbancia de 625 nm y se utilizé glucosa como estandar. Los contenidos de aztcares
fueron expresados en g-100g™ de Peso Fresco (PF).

Caracteristicas externas

Se determinaron en la zona ecuatorial del fruto, donde el color fue evaluado utilizando
el sistema CIELab con un colorimetro colorflex Mod 6405. Las mediciones fueron
realizadas en la superficie del fruto y en tres partes diferentes (base, media y apical),
considerando las coordenadas cromaticas L*(luminosidad), a*(verde/rojo) y b*
(amarillo/azul). A su vez los valores a* y b* se ocuparon para calcular los indices
a*/b* (a*/b*?, el tono o cromaticidad (Cr) con la relacion Cr=(a** + b**)"? y el angulo
Hue o angulo de matiz mismo que se calculé con Hue=Tan." (b*/a*) (Arias et al.,
2000). Mientras que la firmeza (Kgf) se determino con un penetrometro (TR Mod ST32)
y fue medida en términos de la deformacion producida mediante un puntal cénico y
penetracion de 2 mm.

Compuestos bioactivos: acido ascorbico total, licopeno, clorofila y carotenoides
totales

Las determinaciones de 4cido ascorbico total se realizaron por el método descrito por
Foyer et al. (1983) con modificaciones basadas en el método de Kampfenkel et al.
(1995). Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro UV/VIS JENWAY UV-
S2000 y la diferencia entre la absorbancia inicial y final indicaron el contenido de 4cido
ascorbico total, los resultados se expresaron como pg-g” PF. El licopeno se determind
por el método espectrofotométrico propuesto por Sadler et al (1990) con
modificaciones descritas por Fish ez al. (2002). La extraccion se hizo con 0.5+ 0.01 g de
muestra en 5 mL de hidroxitolueno butilado (BHT, Sigma W218405), acetona al 0.05%
(p/v), 5 mL de etanol al 95% y 10 mL de hexano. La absorbancia del sobrenadante se
ley6 a una longitud de onda de 503 nm, con un espectrofotometro JENWAY UV-
$2000, los resultados fueron expresados como mg.kg"' PF.

Para las determinaciones de clorofila y carotenoides totales se realizaron extractos con
acetona al 80% (v/v). La concentracion de cada pigmento se determind de acuerdo a
Lichtenthaler y Wellburn (1985) y se expresaron en mg-100g™ PE.

138



Analisis estadistico

Se realiz6 con el paquete estadistico Statistical Analysis System (SAS), version 6.12
(SAS Institute, 1988). Los datos se analizaron bajo un disefio completamente al azar, se
utilizaron andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia o =0.05 y 0.01
para evaluar el efecto de las condiciones ambientales, grado de madurez, sistema de
produccion y variedades sobre los pardmetros de calidad y composicion de bioactivos.
Adicionalmente se realizaron analisis de comparacion de medias de acuerdo con la
prueba de Tukey para determinar las diferencias significativas y coeficientes de
correlacion de Pearson y para relacionar los parametros evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones ambientales

Dentro de un invernadero se busca un microclima que favorezca el crecimiento de las
plantas donde los factores ambientales, especialmente la temperatura, intensidad de luz
y humedad relativa pueden tener una influencia directa sobre la composicidon nutricional
y atributos de calidad como firmeza y propiedades sensoriales de los frutos (Dorais et
al., 2001; Kader, 2007). Otros factores relevantes que pueden influir sobre la
composicion quimica son el sistema de produccion, estado de madurez en el momento
de la cosecha asi como variedad botanica y cultivar (Giovanelli et al., 1999; Abushita et
al., 2000; Juroszek et al., 2009). En el Cuadro 10.1 se presentan las lecturas minima
(Min), moda (Mo) y maxima (Max) de las condiciones ambientales como temperaturas
y humedad relativa registradas en el interior de los invernaderos. Existieron diferencias
significativas (P<0.05) particularmente entre las TMin, TMo y TMax considerando los
tres grados de madurez (M50%, MF y MC) y entre variedades siendo los invernaderos
bajo el sistema de fertirrigacion las que mostraron T menores en comparacion con los
hidroponicos. Los frutos de M50% de las variedades 7705 y Charleston fueron
expuestos a temperaturas mas bajas en invernadero de fertirrigacion (5.99+£2.17 °C) e
hidroponia (8.22+1.7°C) respectivamente, cabe mencionar que ambos tipos de
invernaderos se encuentran ubicados en la misma localidad (Cuautieco). Mientras que la
TMo fue de 9.42 a 14.38 °C en los invernaderos de fertirrigacion y 10.38 a 16.38 °C en
los hidroponicos, estos intervalos de temperatura se encuentran por debajo de la T
idonea (24 a 28°C) para el cultivo de jitomate en invernadero (Nuez, 2001). Los valores
de TMax alcanzados sobrepasaron las temperaturas Optimas siendo mas altas en los
invernaderos bajo el sistema de fertirrigacion, especificamente donde fue cultivada la
variedad La Joya, alcanzandose T de 37.95, 40.75 y 35.92 °C durante los tres grados de
madurez, estos incrementos de T ocasionaron reducciones significativas en los %HR
durante los grados de madurez del 50% y MF del 86 y 71%, respectivamente.

Adicionalmente las modas correspondientes a los porcentajes de HR estuvieron por
encima del 78%, incluso se presentaron en los grados de madurez del 50% en los
invernaderos con la variedad Reserva y 7705 humedades del 100%. Segtin Castilla,
(2001) los valores 6ptimos de humedad relativa deben encontrarse entre 65 y 70% lo
que permite una adecuada transpiracion del cultivo, cuando se exceden estos rangos se
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crea un ambiente favorable para el desarrollo de patogenos y deficiencias de calcio en
frutos y hojas.

Cuadro 10.1. Valores promedio de las condiciones ambientales prevalecientes en el
cultivo de variedades de jitomate en invernaderos de fertirrigacion e hidroponia.

Condiciones Ambientales
Variedades de Invernaderos Fertirrigacion

Temperatura Humedad Relativa
Min Mo Max Min Mo Max
Reserva(l)
M50% 9.3abc 142 a 32.7ab 248 a 91.6ab 91.6ab
MF 13.41a 14.38ab 33.7ab 24.7d 91.8a 94.6 a
MC 12.74 a 13.99 a 28.1bc 37.4bc 93.1a 94.7b
Reserva (2)

M50% 12.06 a 13.89ab 35.59a 262 a 100 a 100 a
MF 9.51a 13.3ab 27.6b 34.3be 88.2a 91.6a
MC 11.77 a 13.99 a 25.3bc 43.5ab 91.7a 94.8b

La Joya

M50% 11.38ab 12.44abc 379a 24.0 a 26.3¢ 86.1b
MF 10.80abc 12.64ab 40.7a 23.02d 280b 71.1b
MC 8.52b 12.96a 35.9a 23.6 ¢ 91.0a 93.7b
7705

M50% 5.99¢ 9.42¢ 22.9b 41.3a 100 a 100 a
MF 8.63c¢ 10.31b 37.1a 23.9d 93.07 a 92.6a
MC 11.18ab 13.13 a 31.9ab 26.4¢ 78.8 a 100 a

Variedades de Invernaderos Hidroponia
Charleston

M50% 8.22bc 10.7bc 38.66a 238a 60.7bc 95.2ab
MF 11.48abc¢ 11.8ab 33.6ab 25.4cd 80.6 a 99.0a
MC 10.11ab 12.72 a 37.7a 23.7¢ 97.7 a 993 a

Reserva

M50% 9.81ab 10.11¢ 32.8ab 279 a 100 a 98.6a
MF 12.84ab 16.38 a 26.2b 4720 a 94.62 a 96.53 a
MC 12.06 a 1571 a 21.62c¢ 58.32 a 93.85a 96.83ba

Anibal

M50% 12.05 a 12.30abc 36.43b 2720 a 96.82ab 99.20 a
MF 9.80bc 14.30ab 25.41b 41.4ab 88.83 a 93.11 a
MC 12.45 a 13.70 a 24.80c¢ 45.4ab 92.50 a 96.50ab

Condiciones con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (5%).
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Otra condicion ambiental que debe controlarse durante la produccion de jitomate es la
radiacion fotosintéticamente activa (RFA) la cual es responsable de la fotosintesis, el
fotoperiodo y la fotomorfogénesis, procesos importantes que rigen el crecimiento de la
planta (Aderoye y Jolliffe, 1987). Los valores de RFA Min evaluados en los
invernaderos fueron de 0.53 pmol'm™s” mientras que los valores méaximos variaron
entre 212 hasta 299 pmol'm™s”, donde los valores de RFA tendieron a reducirse
conforme se increment6 el grado de madurez (datos no presentados).

Parametros de calidad

La calidad oOptima para el consumo de jitomate fresco se obtiene conforme la
maduracion del fruto, entre los atributos de calidad interna se encuentran los solidos
solubles totales, acidez titulable y pH, que son considerados como principales
parametros responsables del sabor y estan directamente relacionados con la calidad
percibida por los consumidores (Hobson y Bedford, 1989). Estos atributos dependen de
las condiciones ambientales de crecimiento y maduracion del fruto entre los factores
ambientales que determinan la maduracién se encuentra la luz, temperatura, humedad
relativa, composicion de la atmodsfera, por mencionar algunos (Brandt ef al., 2006). En
los Cuadros 10.2 y 10.3 se presentan los pardmetros de calidad de frutos de jitomate
cosechados a diferentes grados de madurez en invernaderos de hidroponia y
fertirrigacion. En esta investigacion los valores de pH presentaron diferencias
significativas en los grados de madurez del 50% y MF, independientemente de la
variedad, siendo los frutos cultivados en los invernaderos de hidroponia mas acidos que
los de fertirrigacion. Estos frutos provinieron de la variedad La Joya (3.99 a 4.28) y
Charleston (3.77+£0.07 y 3.74 +0.09) cultivados con el sistema de fertirrigacion e
hidroponia respectivamente. Sin embargo, los valores de pH de frutos con madurez de
consumo no presentaron diferencias y fueron ligeramente menores a los reportados por
Hernandez et al. (2008) con valores de pH de 4.6.

Los invernaderos donde fueron cultivadas las variedades antes mencionadas presentaron
las T maximas, segiin Romajaro ef al. (2006) un incremento en ésta condiciéon ambiental
durante el periodo pre cosecha puede originar alteraciones en otras propiedades
fisicoquimicas como lo son los so6lidos solubles (°Bx) y la acidez titulable (AT). Por su
parte Kader y Morris, (1977) consideran que los °Bx y la AT son los principales
responsables del sabor del jitomate y estan directamente relacionados con la percepcion
de calidad por parte del consumidor. En general los valores de °Bx fueron mayores al
3% y la AT superiores a 0.32% considerando los tres grados de madurez, lo cual segin
Flores et al. (2009) estan relacionados con frutos de buena calidad y sabor.

En cuanto a los °Bx y contenido de azlcares totales se presentd un efecto altamente
significativo (P<0.01) con respecto al grado de madurez, observandose una reduccion
de los °Bx en frutos menos maduros y diferencias significativas de acuerdo con el
sistema de produccion.

Esta tendencia concuerda con lo reportado por Molyneux et al. (2004) quienes
encontraron que los niveles mas bajos en sélidos solubles totales se presentaron en
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frutos de jitomate cosechados en estadios tempranos de desarrollo, en comparacion con
aquellos que se habian tornado rojos.

Segtin Kader (1987) se produce una reduccion de los s6lidos solubles y aztcares totales
debido a que los frutos sufren el proceso metabdlico de respiracion durante la
maduracién y por tanto se consumen azucares como la glucosa y fructosa como
principales sustratos. Entre las variedades cultivadas en los sistemas de fertirrigacion,
los frutos de Reserva (S2) en madurez de consumo tuvieron un contenido mayor de
azlicares 2.6 g-100g” PF y 4.9 °Bx en comparacion a Reserva(SI) 1.17 g100g” PF y
4.35 °Bx, cultivadas en localidades diferentes Aquixtla y La Loma respectivamente.

Cuadro 10.2. Parametros de calidad interna de diferentes variedades de jitomate en tres
estados de madurez y cultivados en hidroponia.

Variedades
Grado Charleston Reserva Anibal
de Madurez

pH 50% 3.77+0.07 ¢ 4.3+0.16b 4.6£0.07 a
MF 3.74+0.09 b 4.5+0.05a 4.61+0.06 a

MC 4.28+0.06 a 4.4+0.10 a 4.37+0.14 a

°Brix 50% 3.85+0.12 ab 4.3+0.24a 3.5+0.42b

MF 4.35+0.19b 5.1+£0.19 a 3.42+0.1¢

MC 4.53+£0.61 a 5.3+0.14 a 4.65+0.38 a

AT 50% 0.39+0.02 a 0.44+0.11a 0.33+0.07 a
MF 0.33+0.03 ab 0.37+0.06a 0.26+0.03b

MC 0.36+0.04 a 0.43+0.04 a 0.39+0.11 a
IM 50% 9.78+0.66 a 10.20+2.4 a 10.89+2.13 a
MF 12.96+0.62 a 14.28+2.5a 13.23+1.34a

MC 12.384+0.79 a 123714 a 12.94+1.3 a

Firmeza 50% 8.1+1.02 a 6.77+£0.91 a 8.37+0.58 a
MF 7.0+£0.51 a 6.24+0.70 a 6.16+0.79 a

MC 4.55+0.21 a 4.02+1.0a 3.424+0.33 a

Azucares 50% 1.28+0.11a 0.59+0.41b 0.32+0.07¢
Totales MF 1.26+0.57b 1.61+0.24a 0.77+0.08¢
MC 1.32+0.15b 2.54+0.44 a 0.98+0.06b

Valores medios de los parametros de calidad con la misma letra son estadisticamente iguales dentro de un
mismo grado de madurez, segun la prueba de Tukey (5%). AT = acidez titulable (% ac. citrico); 50% =

Madurez del 50% MF = Madurez fisiologica; MC = Madurez de consumo, IM= Indice de Madurez.

Las diferencias en los contenidos pudieron deberse principalmente a las condiciones de
manejo del cultivo en ambos invernaderos, sin embargo, ambos valores son menores a
los reportados por Sima et al. (2010) cuyos contenidos de azucares fueron de 3.7
2:100g™ PF y 6 °Bx, en frutos cultivados con sistema de fertirriego. Mientras que en los
frutos de hidroponia la variedad Reserva mantuvo los contenidos mayores de azucares
en comparacion con las variedades Anibal y Charleston.
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Es decir se observdo que independientemente del sistema de produccion utilizado
(hidroponia o fertirrigacion) la variedad Reserva mantuvo contenidos de azlcares
similares (2.60+0.22 y 2.54+0.44 g-100g™ PF).

Cuadro 10.3. Parametros de calidad interna de diferentes variedades de jitomate en tres
estados de madurez y cultivados en invernaderos bajo el sistema de fertirrigacion.

Grado Variedades
de Madurez  Reserva(S1) Reserva(S2)  La Joya 7705
pH 50% 4.24+0.4a 4.34+0.2a 3.99+0.2b 4334103 a
MF 4.17+0.1a 4.3240.2a 3.98+0.1b 421+0.1a
MC 4.394+0.6 a 431+0.2 a 4.28+0.2b 4.494+0.5 a
°Brix 50% 3.07+0.1b 4.4240.3a 4.07+0.4 a 3.37+0.13b
MF 3.27+0.2b 4.47+0.4 a 455403 a 3.50+0.11b
MC 435+0.5a 4.90+0.4 a 430+0.3 a 4.40+0.14 a
AT 50% 0.26+0.03b 0.34+0.07a  0.29+0.05a  0.25+0.02 a
MF 0.27+0.02bc 0.39+0.03a  0.28+0.01b 0.21£0.01¢
MC 0.41+0.03b 0.41£0.03a  0.31£0.04¢ 0.31£0.03¢
IM 50% 11.71£0.5a 13.46+1.13a  13.90+£2.25a 13.23+0.03a
MF 12.57+0.97a 11.59+1.84b 16.40+1.39a  16.04+1.2a
MC 10.65+0.59b 11.19+0.5¢  13.9942.34ab 14.39+2.0a
Firmeza  50% 7.77+0.59b 11.35+1.86a 9.25+1.7ab 7.0£0.14b
MF 5.72+0.68 be 6.82£1.53b 8.17+0.45a  5.3+0.08c
MC 3.62+0.58 ab 453+1.10a  3.23+0.59ab  2.4+0.34b
Azucares  50% 0.41+0.1d 0.69£0.16 ¢ 0.97+0.15b  1.18+0.26 a
Totales  MF 0.47+0.2¢ 1.11+0.09b  1.19+£0.13ab  1.39+0.10a
MC 1.17+0.3¢ 2.60+0.22a  1.69+0.15b  1.43£0.1 be

Valores medios de los parametros de calidad con la misma letra son estadisticamente iguales dentro de
un mismo grado de madurez, segin la prueba de Tukey (5%). AT= acidez titulable (% ac. citrico); 50%
= Madurez del 50% MF = Madurez fisiologica; MC = Madurez de consumo, IM= Indice de Madurez.

Ademas de los azucares que constituyen 60% de los solidos solubles, los acidos
organicos, principalmente el citrico y en menor medida el malico, aminoacidos, lipidos
y minerales determinan el sabor del jitomate El contenido de acido citrico se encuentra
directamente relacionado con la acidez titulable (AT) del fruto (Peiris et al., 1998).

En este estudio, en general se observo que los valores mas altos de AT se presentaron
en frutos con madurez del 50% (0.44 a 0.25 %) y MC (0.43 a 0.31 %), siendo estos
ligeramente menores a los reportados (0.5 %) por Hernandez ef al. (2007).

En los Cuadros 10.2 y 10.3 también se muestran las diferencias significativas de AT
entre variedades al considerar un mismo grado de madurez y sistema de produccion
(hidropoénico o fertirrigacién), donde destaca la variedad Reserva que mostrd los
contenidos mayores de acido citrico en frutos provenientes de invernaderos con
hidroponia y/o fertirrigacion en los tres grados de madurez.
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Las correlaciones entre la AT y la T y % HR presentes en los invernaderos, presentaron
coeficientes de correlacion menores a r=0.3, que concuerda con los datos reportados por
Pichia (1986) quien considera que las condiciones ambientales como temperatura y
humedad relativa no afectan significativamente el contenido de é4cido citrico en frutos
de diferentes variedades de jitomate. Mientras que la relacion soélidos solubles y acidez
titulable que indican el indice madurez (IM), son importantes para definir las
diferencias en el “flavor” entre cultivares de jitomate, idealmente se espera un
incremento en el nivel de azlicares y una concentracion dptima de acidos, mientras que
un incremento de estos ultimos propicia una disminucidn en la aceptabilidad del fruto
(Malundo et al., 1995). Los IM obtenidos en los invernaderos de hidroponia tendieron a
ser mas constantes en los diferentes grados de madurez en comparacion con los frutos
cultivados en fertirrigacion, donde la variedad Reserva con frutos de MF y MC
presentaron diferencias significativas entre si. Finalmente los IM evaluados en frutos de
MC provenientes de invernaderos de hidroponia y fertirrigacion fueron mayores a 10,
lo cual segun Nielsen (2003) pueden considerarse como frutos organolépticamente
adecuados para su consumo.

Otro factor relacionado con la calidad del jitomate es la firmeza, misma que forma parte
de los requisitos de preferencia del consumidor junto con el color (Romojaro et al,
2005). La firmeza esta estrechamente relacionada con la resistencia que opone el fruto
para ser deformado, entre los principales compuestos que determinan la conformacion
se encuentran la pectina, celulosa, hemicelulosa y proteinas (Valero et al., 2002).
Conforme ocurre la maduracion la firmeza de los frutos tiende a reducirse, lo cual se
debe a la accion de tres enzimas principales: celulasas, pectinesterasa y
poligalacturonasa siendo esta ltima la que mejor se correlaciona con el ablandamiento,
ya que su concentracion se incrementa durante la maduracion del jitomate (Tucker et
al., 1980). En esta investigacion no solamente se observd un efecto significativo del
grado de madurez sobre la firmeza del fruto (P<0.01), sino que ademds se presentaron
diferencias significativas por condiciones de manejo del cultivo, siendo los frutos
cultivados en fertirrigacion los que presentaron 15 % mayor firmeza en comparacion
con los de hidroponia.

Lo anterior pudo evidenciarse entre variedades de los frutos Reserva(S2) y La Joya en el
grado de madurez del 50%, cultivados en fertirrigacion quienes presentaron valores mas
altos de firmeza, 11.35+1.86 y 9.25 +1.7 Kg', respectivamente. Sin embargo, los frutos
de MC mas firmes fueron de la variedad Charleston tipo bola cultivados en hidroponia,
con 50% mayor firmeza que los evaluados de la variedad 7705 tipo saladette y
cultivados en fertirrigacion (4.5 y 2.4 Kg"). Los cambios en firmeza fueron
determinados en frutos que se maduraron en la planta, los cuales pueden diferir respecto
a los de frutos cosechados previos a la madurez de consumo y que regularmente son
expuestos a ciertas condiciones de almacenamiento. Lo anterior puede deberse a los
cambios fisioldgicos que se dan en el fruto una vez cosechados, quienes pierden agua
durante la transpiracion y respiracion misma que ya no es reemplazada por la planta
teniendo como consecuencia la pérdida de turgencia en el fruto (Giovannoni, 2004).
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Otro buen indicador de calidad de frutas y hortalizas frescas es el color, el cual
especificamente en jitomate es determinante para la decisiéon de su compra y es un
atributo considerado por la industria para su procesamiento (Gould, 1974; Arias et al.,

2000).

Es decir el color en el jitomate es la caracteristica externa mas importante en la
determinacion del punto de maduracion y de la vida post-cosecha. De acuerdo con los
parametros evaluados de la escala de HunterLab los valores L* y b* presentaron
diferencias significativas entre variedades, que muestran una reduccién importante de
acuerdo con la maduracion del fruto (Figura 10.1 A), lo anterior como consecuencia de
la sintesis de los carotenoides y disminucion de las tonalidades verdosas (Shewfelt et
al., 1988).

En frutos con 50% de madurez no se observd un efecto significativo en a* y b* por el
tipo de sistema de produccion utilizado, sin embargo, los valores promedios de L*
tendieron a ser mayores en frutos cultivados con fertirriego en comparacion con los
hidroponicos. Los frutos con MF no presentaron diferencias significativas entre
variedades ni por tipo de invernadero, obteniéndose los valores mas altos de L* con la
variedad Charleston tipo bola, es decir fueron frutos con mayor luminosidad, esta
misma tendencia se observo en el grado de madurez de consumo. Asi mismo los valores
de a* se incrementaron con respecto al grado de madurez (Figura 10.1B) y fueron las
variedades 7705 y Anibal (37.98 y 35.11), tipo saladette y cultivados en fertirrigacion,
las que tuvieron frutos de una coloracion rojiza mas intensa. Mientras que los frutos con
MC de las variedades La Joya (fertirrigacién) y Charleston (hidroponia) presentaron
valores menores del parametro a* 30.59 y 32.64 respectivamente, los cuales podrian
relacionarse con las T maximas durante la maduracién de los frutos dentro de los
invernaderos (Cuadro 10.2 y Figural(0.1B). También se detectd que los valores de a* se
correlacionaron negativamente con los valores de firmeza (r= -0.79) y ambos
parametros dependen de los cambios fisiologicos del fruto.

Mientras que las lecturas de color consideradas por los indices Hue, Chroma y las
razones a*b*, y (a*/b*’ se relacionan con los contenidos de pigmentos en los
alimentos, especificamente en jitomate pueden referirse al contenido de licopeno en
frutos maduros (Wold, et al., 2004, Brandt et al., 2006).
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Figura 10.1. Comparacion de los parametros de color en frutos con diferentes grados de
madurez 50% y de consumo, pertenecientes a siete variedades de jitomate cultivados en
invernaderos bajo los sistemas de produccion de hidroponia y fertirrigacion. A) valores
de los pardmetros a*, b* y L* y B) valores del parametro a*.
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En el Cuadro 10.4 se correlacionaron los indices de color con respecto a los valores
obtenidos en licopeno y firmeza, considerando los diferentes grados de madurez de los
frutos. Los valores de a*, a*/b*y (a*/b*)’ mostraron la mejor correlacion con r= -0.79,
-0.80 y 0.78 y r=0.74, 0.81 y 0.82 para firmeza y contenido de licopeno
respectivamente. Estos ltimos coeficientes coinciden con los reportados por Arias et al.
(2000), quienes ademés afirman que la relacion (@*/*)° es considerada como un indice
de maduracién y Hue refleja la coloracion real del fruto con valores desde 180° para
jitomates verdes hasta 0° para frutos rojos. En este estudio los indices Hue y Chroma,
presentaron menor correlacion con la propiedad de firmeza y licopeno.

Cuadro 10.4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los indices de color (a*/b*,
(a*/b*)?, Hue y Chroma), firmeza, licopeno y clorofila total de frutos de jitomate con
madurez de consumo.

Coeficiente de Correlacion

Factor
Firmeza Licopeno Clorofila Total
a* -0.79%* 0.74%* -0.52%*
a*/b* -0.80%* 0.81%** -0.56%*
(a*/b*)? 0.78%* 0.82%* -0.54%*
Hue -0.053ns 0.011ns -0.06ns
Chroma -0.48%* 0.45%* -0.22%*

La maduracion del jitomate se considera como un proceso complejo que involucra una
serie de cambios cualitativos y cuantitativos de la composicion quimica, en el que
participan acidos organicos, azucares solubles, aminoacidos, pigmentos y alrededor de
400 compuestos volatiles que determinan el sabor y aroma del fruto (Petro-Turza,
1987). Durante las primeras etapas de desarrollo la clorofila es la que le imparte la
coloracion, conforme progresa el proceso de maduracidn, este pigmento se degrada y
los carotenoides son sintetizados en el fruto (Davies y Hobson, 1981). De ahi que los
frutos hayan presentado diferencias significativas en el contenido de clorofila de
acuerdo con el grado de madurez, presentandose los valores mas altos en frutos del 50%
de madurez en las variedades 7705 y Charleston (22.10 y 20.87 mg-100g™'PF) (Datos
no presentados). Sin embargo, de acuerdo con los valores medios en los contenidos de
clorofila, independientemente del grado de madurez no se detectaron diferencias
significativas (P>0.05) por el manejo del cultivo, obteniéndose contenidos de 16.67 y
16.47 mg:100g'PF en los invernaderos con fertirrigacion e hidroponia respectivamente.
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Los contenidos de clorofila en frutos de 50% de madurez son similares a los reportados
en la variedad de jitomate Siena (25.94+0.65), donde se obtuvieron reducciones por
encima del 90% de clorofila durante la maduracién del fruto (Periago et al., 2009), las
cuales superan notablemente a las encontradas en este estudio que fueron del 33 y 35%
en frutos provenientes de sistemas de hidroponia y fertirrigaciéon. Los contenidos
prevalecientes de clorofila durante la maduracion del jitomate pueden influir sobre la
degradacion de algunos carotenoides durante su exposicion a la luz, es decir los
carotenoides pueden presentar una mayor estabilidad a la luz en ausencia de las
clorofilas (Merzlyak y Solovchenko 2002).

Los pigmentos influyen en la calidad de percepcion de frescura junto con la textura (Liu
et al., 2009), especificamente los contenidos de clorofila se correlacionaron
significativamente con la firmeza de los frutos (r=0.58) e inversamente con el factor a*
de color (r=0.52) (Cuadro 10.4).

Los carotenoides (licopeno, caroteno y xantofilas) son los responsables de los colores
rojo, naranja y amarillo del jitomate, asi como de la accion vitaminica donde el oy 3
caroteno y la criptoxantina son precursores de vitamina A (Ortega et al., 2004). En este
estudio se observd un efecto significativo (P<0.05) por el sistema de produccion
utilizado, mostrando mayores contenidos de carotenoides totales los frutos cultivados
en invernaderos de fertirrigacion en comparacion con los de hidroponia. Asi mismo se
presentaron diferencias significativas entre variedades y grados de madurez, donde los
frutos de las variedades La Joya con M50% (13.97 mg-100g™" PF9) y MF (17.21
mg-100g" PF) y Reserva (SI) con MC (42.79 mg-100g™' PF) tuvieron los contenidos de
carotenoides mas altos (Cuadro 10.5). Los contenidos de carotenoides totales fueron
correlacionados significativamente con los indices de color a*/b* y (a*/b*)* con 1=0.69
y 0.70, respectivamente. De acuerdo con Fraser et al. (1994) los contenidos de los
carotenoides en jitomate de acuerdo con el grado de madurez varian principalmente para
frutos verdes por la presencia de xantofilas (luteina y violaxantina) y para madurez
fisiologica los contenidos se deben a los de carotenos como [} caroteno, fitoeno y
licopeno y en los frutos de madurez de consumo, el pigmento de mayor presencia es el
licopeno y en menor medida el fitoeno, fitofueno, B y y caroteno. Mientras que en
frutos de estadio maduro los niveles maximos de carotenoides totales y licopeno se
encuentran en los tejidos mas externos como exocarpo y mesocarpo, disminuyendo
considerablemente su concentraciéon en los tejidos mas internos como columela y
mucilago (Lopez-Casado et al., 2003).

En este trabajo el contenido de licopeno tuvo un efecto altamente significativo por el
grado de madurez, cuyos valores fueron de 1.39 a 6.29, de 3.0 a 14.22 y de 6.82 a 23.41
mg-100g" PF, para los grados de madurez del fruto de M50%, MF y MC,
respectivamente (Cuadro 10.5). Los valores antes mencionados son mayores a los
reportados por Arias et al. (2000) quienes evaluaron los contenidos de licopeno en
diferentes grados de madurez.
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Asimismo se presentaron diferencias significativas entre variedades con frutos de un
mismo grado de madurez, siendo los frutos Charleston tipo bola los que mostraron
menores contenidos de licopeno. Lo anterior concuerda con lo reportado por Dorais et
al. (2008) quienes relacionan el incremento de los fitoquimicos presentes en jitomate de
acuerdo con la variedad, condiciones ambientales y de cultivo, grado de madurez y
manejo post-cosecha. Investigaciones realizadas por Abushita et a/. (2000) y Dumas et
al. (2003) quienes relacionaron el contenido de licopeno con la radiacion fotosintética,
influencia de temperatura, practicas de irrigacion y condiciones de siembra y cosecha.

De acuerdo con las condiciones ambientales evaluadas en este trabajo, la temperatura
maxima fue la que se correlaciono6 inversamente con el contenido de licopeno (1= -0.52)
en frutos cultivados tanto en fertirrigacién como en hidroponia. Por ejemplo, durante las
etapas pre-cosecha en las variedades Charleston (Figura 10.2A) y La Joya (Figura
10.2B) se llegaron alcanzar TMax mayores a 33°C que afectaron directamente el
contenido de licopeno.

Cuadro 10.5. Contenido de compuestos bioactivos en diferentes variedades jitomate y
grados de madurez.

Compuesto Reserva Reserva Reserva .
L 77 harl A |
bioactivo  (S1) (S2) a Joya 05  Charleston niba

(H1)
Ac.

Ascérbico
M50%  27.3+1.7b 24.84£3.1b 21.9+39b 358+33a 26.7+3.0b 37.8424a 28.6+2.8b
MF 17.4£2.9bc 17.3£2.6bc 15.4+3.73¢ 28.3+09a 16.1£1.8 ¢ 23.3+4.6ab 14.9+2.7¢
MC 83+1.1b 12.1£2.8ab 11.4+1.6ab 16.5£2.8a 10.5x2.8b 8.74.13b 8.0£0.7b
Carot.
Totales
M50%  11.3+1.3ab 11.4+2.8b 14.0£3.3a 59+14c¢ 7.8£0.8 bc 9.8+0.5abc 6.5+2.78bc
MF 13.8+1.4ab 17.2+1.6a 17.2+44 a 13.4+0.4ab 9.7£02b 163+29a 14.9+3.4ab
MC 42.842.1a 23.4+1.7bc 26.3+2.4bc 23.1£3.3bc 10.9+0.7d 31.6£6.3b 25.1+4.9bc
Licopeno
M50% 53+03b 3.5£0.65¢ 5.0+£0.8b 6.7t1.3 a 1.4+0.03d 6.3+0.1 ab 5.9+0.90ab
MF 10.9+1.8ab 9.9+2.06 b 8.8+14Db 98+0.5b 3.1+04c¢ 142423 a 10.3+6.51b
MC 20.7£2.6 b 20.2+£2.08b 13.1+1.3 ¢ 21.9+3.4ab 6.8+1.3d 26.6£2.0a 23.4+3.2ab

Valores medios de los compuestos bioactivos con la misma letra son estadisticamente iguales dentro de
un mismo grado de madurez, seglin la prueba de Tukey (5%). AT= acidez titulable; 50% = Madurez del

50% MF = Madurez fisiologica; MC = Madurez de consumo.
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Figura 10.2. Relaciones de condiciones ambientales (temperatura minima-TMin,
temperatura moda-TMo y temperatura maxima-TMax) y contenido de licopeno en
frutos de jitomate de las variedades A) Charleston y B) La Joya colectados en madurez
del 50% (M50%), madurez fisioldgica (MF) y madurez de consumo (MC).
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Tres dias antes y durante la primera cosecha los valores promedio de TMax para el
cultivo de las variedades Charleston y La Joya fueron de 37.88 a 39.22 °C y 34.01 a
41.52°C, para la segunda cosecha los intervalos fueron de 22.99 a 41.05 °C y 37.44 a
43.22 °C y en la tercera cosecha tuvo temperaturas de 34.85 a 38.74 y 34.01 a 37°C.
Desde el punto de vista metabdlico, estos valores de TMax registrados podrian
relacionarse con los niveles altos de carotenoides totales y valores minimos de los
contenidos de licopeno.

Segin Abushita et al. (1997) la sintesis del licopeno puede verse afectada con el
incremento de la temperatura, debido a que los precursores del licopeno son inhibidos y
la produccidn de licopeno se detiene en temperaturas por debajo de 12 °C 'y por encima
de 32 °C, el intervalo mas favorable se encuentra entre 22 y 25 °C. Las humedades
relativas extremas influyen reduciendo los contenidos de licopeno, especificamente se
registraron TMin del 25% que se correlacionaron (r=-0.57) inversamente con el
contenido de fitoquimicos en frutos de las variedades La Joya y Charleston. Por otro
lado las variedades que presentaron mayores contenidos de licopeno fueron Reserva y
Anibal ambas cultivadas en invernaderos bajo hidroponia, tipo saladette y con madurez
de consumo. Lo anterior puede incidir para la seleccion de variedades de cultivo, debido
a que el jitomate se lo ha considerado como la fuente de licopeno mas importante en la
dieta y se han demostrado experimental y epidemioldégicamente sus propiedades como
antioxidante frente a padecimientos cancerigenos y coronarios. Ademas de contribuir
reduciendo la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y ayudar a
disminuir los niveles de colesterol en la sangre (Weisburger, 1999; Leonardi et al.,
2000.)

La radiacion fotosintéticamente activa maxima (RFAmax) se present6 en el invernadero
de hidroponia (269 umol'm™>s™) donde se cultivo la variedad Anibal en la cual como ya
se menciond se obtuvieron los contenidos mayores de licopeno. Este valor de RFAmax
se encuentra dentro del intervalo propuesto por Brandt et al., (2006) como 6ptimo para
la produccién de jitomate de 150 a 400 pmol'm™>s”. Adicionalmente al licopeno los
flavonoides y las vitaminas C y E se consideran como responsables de la actividad
antioxidante de tomates (Toor et al., 2004). Especificamente la vitamina C es la mas
abundante con valores de 22 a 48 mg-100 g PF (Steward et al., 2000), en este trabajo
los contenidos de vitamina C tuvieron un efecto altamente significativo (P<0.01) con
respecto al grado de madurez, reduciéndose los contenidos conforme la maduracion
del fruto, lo cual coincide con lo reportado por Abushita et al. (1997) quienes
mencionan que los contenidos mas altos se presentan en frutos verdes y se reducen en
frutos maduros. Mientras que los valores medios de vitamina C independientemente de
la variedad de los frutos correspondieron a 28.99, 18.95 y 10.95 pg-g” PF en los grados
madurez del 50%, MF y MC (Cuadro 10.6), los cuales fueron mayores a los reportados
por Ketsa y Wongueerakhan (1987) en frutos de jitomate cosechados en los mismos
grados de madurez.
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La composicion quimica del jitomate puede verse influida por los sistemas utilizados
durante su produccién, al respecto, Lippert (1993) considera que los invernaderos
hidroponicos comparados con los de suelo (fertirrigacion), pueden mantener contenidos
mas altos de acido ascorbico, sin embargo, en este estudio no se encontré diferencia
significativa con respecto al manejo (P>0.05). Aunque los contenidos mayores del
antioxidante se determinaron en la variedad 7705 cultivada con fertirrigacion, en los tres
grados de madurez (Cuadro 10.6). Lo anterior concuerda con lo propuesto por Juroszek
et al. (2009) quienes encontraron diferencias significativas en los contenidos de acido
ascorbico desde 20.83 pg.g” PF hasta valores de 31.13 pg.g™' PF, de acuerdo con las
variedades de cultivo.

Cuadro 10.6. Contenido de compuestos bioactivos en diferentes variedades jitomate y
grados de madurez, cultivados en el sistema de produccion con fertirrigacion.

Compuesto Reserva Reserva La 7705  Charleston Reserva Anibal
bioactivo (S1) (S2) Joya (H1)
Acido
Ascorbico
M50% 27.3b 24.79b 21.92b  35.81° 26.76b 37.81a 28.55b
MF 17.4 be 17.3be 15.4¢  28.31* 16.10¢ 233ab  14.90c
MC 8.26 b 12.1ab 11.4ab  16.53* 10.55b 8.70b 8.04b

Carotenoides

totales

M50% 11.3ab 11.4ab 13.97a  592¢ 7.76bc 9.8abc 6.5bc
MF 13.8ab 17.24 a 17.21a 13.4ab 9.69b 16.33a 14.9ab
MC 42.79a 23.4bc 26.3bc  23.1bc 10.88d 31.64b  25.1bc

Licopeno

M50% 5.3b 3.49¢ 5.03b 6.86* 1.39d 6.29ab 5.9ab
MF 10.9ab 9.88b 8.83b 9.77b 3.06¢ 1422 a 10.3b
MC 20.67b 20.2b 13.06c  21.9ba 6.82d 26.56a 23.4ab

Caracteristicas con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (5%). Donde:
AT= acidez titulable; 50% = Madurez del 50% MF = Madurez fisiologica; MC = Madurez de consumo,
IM= Indice de Madurez.

Al tomar en cuenta que existen otros factores que pueden afectar la cantidad de acido

ascorbico en el jitomate como la temperatura y la humedad (Marfil et al., 2008;

Hernandez, 2008) y al relacionar las variaciones ambientales de los invernaderos en este

estudio y el grado de madurez donde se presentd el mayor contenido de acido ascorbico

(M50%), se podria proponer que las HRmin y la HRmax fueron mayores al 27 y 95%
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mientras que la TMin y TMo fueron de 9.8 y 11.8 °C, respectivamente. Los valores de
T concuerdan con lo reportado por Shewfelt (1990) donde especificamente temperaturas
inferiores a 20 °C favorecen el aumento de la vitamina C, incrementando la calidad
nutricional del jitomate. Kader y Morris (1977) mencionan que la acidez y el acido
ascorbico en jitomates se pierden mas rapidamente si dicho fruto se encuentra a una
temperatura igual o superior a 30 °C, situacion que se presentd en varios de los
invernaderos donde la TMax fue mayor durante las tres etapas pre-cosecha. También los
contenidos de 4cido ascorbico se correlacionaron significativamente con la firmeza de
los frutos (r=0.54), especificamente en las variedades Reserva (S2) y Charleston
cultivados en fertirrigacion e hidroponia, respectivamente.

CONCLUSION

Las condiciones de humedad relativa y temperatura maximas presentes en los
invernaderos excedieron los niveles dptimos para la produccion de jitomate con valores
por encima de 30°C y 78 %HR, respectivamente. Especificamente las TMax influyeron
sobre los contenidos de licopeno y acido ascorbico en frutos con diferentes grados de
madurez y variedades cultivadas en sistemas de producciéon de hidroponia y
fertirrigacion. Los parametros de calidad no se correlacionaron con los cambios en las
condiciones ambientales, siendo los °Bx y AT mayores a 3 y 0.3% respectivamente,
mismos que pueden estar asociados con la buena calidad y sabor de los frutos. La
firmeza se correlacion¢ significativamente con los indices de color a*/b*y (a*/b*)’, asi
como con los contenidos de clorofila total y acido ascorbico. En cambio los contenidos
de licopeno y carotenoides totales presentes en los frutos fueron correlacionados
inversamente con la firmeza. El sistema de produccion influy6 significativamente sobre
el contenido de compuestos bioactivos, observandose las concentraciones mayores de
licopeno en frutos de madurez de consumo cultivados en invernaderos hidroponicos,
mientras que los contenidos de &cido ascorbico fueron mayores en frutos con 50% de
madurez cultivados en fertirrigacion.
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XI. DISCUSION GENERAL

Identificacion y seleccion de la region de estudio

Meéxico es uno de los principales paises productores de jitomate a nivel mundial y es el
producto horticola de mayor exportacion (FAOSTAT, 2006); con respecto a la
participacion del estado de Puebla se sabe que ocupa el décimo lugar en produccion y
contribuye con 27,399 ton anuales. En la ultima década algunos municipios de la Sierra
Norte de Puebla, como Tetela de Ocampo, Aquixtla, Zacatlan e Ixtacamaxtitlan han
promovido de manera intensiva el cultivo de jitomate mediante el establecimiento de
invernaderos (SAGARPA, 2008). Esto ha propiciado que el jitomate ademés de ser una
especie importante a nivel nacional, su produccion bajo agricultura protegida se
concentre en ciertas zonas del pais como en el Municipio de Aquixtla, el cual se
identifica como una de las principales regiones productoras de jitomate en el Estado de
Puebla. De acuerdo con lo anterior se eligio esta region para realizar el presente estudio,
en el que en primera instancia tuvo como proposito identificar y seleccionar los sistemas
agricolas de produccion de jitomate en invernadero, a través un diagnostico tipo
“sistémico” que incluyd tres fases: seleccion del area de estudio, diagndstico e
integracion y sistematizacion de la informacion.

De este diagnostico se detectd que el municipio de Aquixtla cuenta con una superficie
cultivada de jitomate en invernadero de aproximadamente 19 ha, con un total de 80
productores. Los sistemas productivos explorados difirieron en sus condiciones de
manejo, cultivares, superficie cultivada y tipo de invernadero, ademds se identificaron
dos tipos de invernaderos productores de jitomate: hidroponicos y de fertiirrigacion, de
los cuales la mayor parte de los productores (73.81%) optan por utilizar el sistema de
fertiirrigacion. Esta preferencia se debe a que los productores consideran la produccion
en hidroponia mas costosa y finalmente el precio del fruto en el mercado local es el
mismo, independientemente del sistema de cultivo utilizado.

Entre las localidades mds representativas por su superficie cultivada, nimero de
productores, rendimientos obtenidos y paquete tecnoldgico utilizado, se identificaron:
La Loma, Cuautieco, Aquixtla y Tlaltempa, por lo que se seleccionaron como unidades
experimentales a los invernaderos hidroponicos y de fertirrigacion pertenecientes a estas
las localidades. En el Cuadro 11.1 se resume la informacion obtenida de las localidades
seleccionadas, donde la mayor superficie corresponde a la produccion jitomate en
fertirrigacion (9.5 ha) misma que contribuye con 71.53 % de la superficie total cultivada
y se concentra el 66.25 % de los productores, del municipio.

Las principales variedades utilizadas en ambos sistemas de produccion (hidropdnico y
fertirrigacion) corresponden al jitomate tipo saladette con las variedades La Joya, 7705,
Anibal, Reserva y menor medida se cultiva jitomate tipo bola de la variedad Charleston.
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Estas variedades se cultivan en crecimiento determinado e indeterminado dependiendo
de las condiciones ambientales y demandas del mercado.

Cuadro 11.1. Descripcion del nimero de productores, superficie cultivada y variedades
de jitomate en los invernaderos de cuatro localidades del Municipio de Aquixtla,
Puebla.

Invernaderos seleccionados

Numero Superficie Superficie Algunas de las
Localidad de cultivadaen  cultivada en variedades
productores  fertirrigacion ~ hidroponia cultivadas
(ha) (ha)
Cuauticco 10 0.9 0.6 Charleston
7705
13 3.49 0.9 La Joya
Tlaltempa Anibal
La Loma 8 I I Reserva
Aquixtla 22 4.1 113 Reserva
Total 53 9.5 3.6
Porcen:[aje con respecto 66.25 71.53 76.43
al namero total de
localidades (%)

*Informacion recabada del diagnostico sistémico Agosto, 2007.

Se identificaron dos tipos de problematicas en el diagndstico unas relacionadas con el
manejo del cultivo y condiciones ambientales presentes en los sistemas de produccion y
otras que consideran las dificultades de comercializacion del fruto. Las primeras pueden
deberse a que no todos los productores cuentan con el asesoramiento técnico adecuado,
para realizar las operaciones de nutricion y fumigacion en las diferentes etapas del ciclo
de cultivo. Lo anterior se puede relacionar con la falta de uniformidad en las
propiedades fisico-quimicas y de composiciéon nutrimental del fruto, que son
determinantes como atributos de calidad y como parte de los criterios de preferencia por
parte del consumidor (Dumas et al, 2003). Mientras que para el control de las
condiciones ambientales la mayoria de los productores realiza el levantamiento de
cortinas laterales que se encuentran en los extremos de los invernaderos. Sin embargo
en algunos invernaderos aunque cuentan con registradores de temperatura y humedad,
no se lleva a cabo un monitoreo preciso para realizar oportunamente la ventilacion de
los invernaderos, lo podria repercutir en la salud de las plantas y en la calidad de los
frutos (Cadahia, 2001).
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También cabe resaltar las dificultades de comercializacion del fruto, que estan asociadas
a que la mayoria de los productores de la region distribuyen el producto con
intermediarios locales, quienes minimizan el precio del fruto.

Ademas, la falta de mercados para el jitomate producido en Aquixtla se debe en parte a
la inexistencia de propuestas que estén relacionadas con el valor agregado del fruto.
Estas propuestas tienen que estar encaminadas a que los frutos cumplan con los
requerimientos actuales de inocuidad, atributos de calidad y composicion quimico-
funcional, relacionados con el tipo de variedad y sistema de cultivo utilizados en la
region de estudio.

Variacién en la composicion quimica y microbiota presente en frutos de jitomate
cultivados en sistemas de fertirrigacion.

La literatura sustenta ampliamente la estrecha relacion que existe entre el manejo
agronomico, el grado de madurez y la calidad de los frutos cultivados en invernadero
(Cortés y Saavedra Del Real, 2007, Ghebbi Si Mail et al., 2007), que denota la
importancia de identificar los factores que afectan la composicion quimica del jitomate.
En la cual ciertos compuestos conocidos como bioactivos presentan propiedades de
“antioxidantes”, asociadas con la prevencion de enfermedades de tipo carcinogénico y
cardiovasculares. Entre los bioactivos se encuentran el licopeno, vitamina C, vitamina A
y flavonoides (Juroszek et al., 2009 y Willcox et al., 2003).

El diagnostico realizado en el inicio del proyecto de tesis también evidencid la
diferencia en el manejo aun dentro de un mismo sistema de produccion de jitomate, en
el Capitulo IV se tuvo el proposito de conocer la variacion en los parametros de calidad
y la composicidén quimica de los frutos, en diferentes grados de madurez y secciones del
interior (entrada, centro y parte posterior) de cuatro invernaderos de fertirrigacion,
pertenecientes a las localidades previamente seleccionadas: La Loma, Aquixtla,
Cuautieco y Tlaltempa. Se evaluaron los parametros de calidad fisica como pH, °Brix y
acidez titulable, que son determinantes en la calidad interna del fruto relacionada con el
criterio de seleccion por parte del consumidor (Hobson y Bedford, 1989). Las mayores
diferencias de detectaron entre los parametros acidez titulable (AT) y SST (Sélidos
Solubles Totales 6 °Bx) de acuerdo con el grado de madurez y procedencia de los
frutos. Particularmente los valores de °Bx se relacionaron con los contenidos mas altos
de azucares en frutos de la variedad Charleston tipo bola, lo cual era de esperarse, por
ser un tipo de jitomate mas dulce. Sin embargo, fue notable que en esta variable se
tuvieran diferencias significativas de acuerdo con el sitio de muestreo, por ejemplo, se
aprecio que los contenidos de azlicares fueron mayores en frutos colectados en la
entrada y los de la parte posterior del invernadero. Lo anterior sugiere una
heterogeneidad en las condiciones de manejo del cultivo, ya que se sabe que ciertas
labores agrondmicas como la fertilizacion puede influir sobre sobre la composicion del
jitomate (Lactatus et al., 1994), especificamente este comportamiento se observo en
invernaderos que aplicaron dosis altas de Ky P.
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Asimismo como resultado de esta parte de la investigacion se identificaron algunos
factores que afectaron significativamente la composicion de los frutos incluyendo los
compuestos bioactivos (Cuadro 11.2).

En los contenidos de clorofila total y 4dcido ascorbico influyeron el grado de madurez (0
y 50%) y ubicacion de los frutos dentro del invernadero (entrada y parte posterior),
debido quizas a la irregularidad durante la nutricion del cultivo y por las diferencias en
la intensidad de radiacion que se puede interceptar en cada parte dentro del invernadero
(Dumas et al., 2003).

Cuadro 11.2. Factores relacionados con la composicion quimica de frutos colectados en
tres sitios diferentes del invernadero (entrada, centro y parte posterior), de las
variedades Charleston, 7705 y Reserva, cultivados en fertirrigacion.

Componente quimico Factores

Variedad (Charleston tipo bola), ubicacion de los frutos
en el invernadero (entrada y parte posterior) y
condiciones de manejo del cultivo (aplicaciones altas de
KyP)

Azucares totales

Grado de madurez ( 0%, verdes maduros) y ubicacion de

Clorofila total los frutos en el invernadero (entrada)

Variedad (7705 tipo saladette), grado de madurez (frutos
Carotenoides totales con 100% de madurez) y ubicacion de los frutos en el
invernadero (parte posterior)

Variedad (Reserva y 7705 tipo saladette), grado de
madurez (frutos con 100% de madurez), ubicacion de los

Licopeno frutos en el invernadero (entrada y parte posterior),
condiciones de manejo del cultivo (aplicaciones altas de
Ky P en el sistema de riego y % MO en suelo)

Acido ascérbico Grado de madurez (frutos con 50% de madurez) y
ubicacion de los frutos en el invernadero (parte posterior)

2%MO corresponde al porcentaje de materia orgdnica presente en el suelo de cultivo.

Las clorofilas y carotenoides son pigmentos determinantes del proceso de maduracion
del jitomate. Durante las primeras etapas de desarrollo la clorofila imparte la coloracion
al fruto, inicia su degradacion y son sintetizados los carotenoides de acuerdo con la ruta
de carotenogénesis (Davies y Hobson 1981). Esta tendencia fue claramente observada
durante el desarrollo de los frutos donde los componentes clorofilicos tuvieron los
contenidos mas altos en los primeros grados de madurez (0%) y los carotenoides totales
se incrementaron conforme la maduracién del fruto. Sin embargo, a pesar de ser la
maduracion un proceso natural, se observo que la variedad y la ubicacion de los frutos
en los invernaderos afectaron significativamente los contenidos de carotenoides totales
y licopeno.
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También se detectd que ciertas condiciones de manejo del cultivo como la aplicacion de
materia organica en el suelo, se asocid con contenidos mayores de licopeno en los
frutos.

Situacion similar se observo en aquellos frutos que recibieron mayores dosis de los
nutrimentos K y P aplicados en el sistema de riego, lo cual sugiere que si no hay una
homogenizacion adecuada de los nutrientes y la intensidad luminosa que incide sobre
las plantas no es uniforme, se tendrd irregularidad en la composicion quimica de los
frutos, como el contenido de licopeno (Leonardi et al., 2000).

Microbiota presente suelo y frutos de jitomate cultivados en sistemas de fertirrigacion

Como se mencion6 anteriormente en el municipio de Aquixtla el mayor volumen de
produccion de jitomate, se ha venido desarrollando en invernaderos de fertiirrigacion.
Sin embargo, no existe informacion documentada acerca de la calidad microbiologica
de los frutos y del suelo de cultivo pertenecientes a los invernaderos de la region. De ahi
que en el Capitulo V de la tesis se establecié como objetivo determinar la diversidad de
bacterias enteropatogenas presentes en suelo y jitomates con diferentes grados de
madurez y su relacién con la composiciéon quimica de los frutos cultivados en tres
invernaderos con fertirrigacion en el municipio de Aquixtla. La evaluacion de la
composicion quimica y la caracterizacién microbioldgica se realizaron en 12 muestras
compuestas de suelo y 162 frutos de jitomate colectados en diferentes secciones de tres
invernaderos de fertirrigacion (entrada, centro y parte posterior) y en tres estadios de
madurez: 0%, 50% y 100%, mostrando una amplia variaciéon en los compuestos
quimicos y en los microorganismos presentes. A partir de la microbiota aislada e
identificada se calcularon los indices de diversidad de Simpson (D) y Shannon-Wiener
(H"), ademas del estimador de Chao (Schao1)-

Entre las enterobacterias aisladas e identificadas con mayor frecuencia en suelo
estuvieron Enterobacter cloacae, Citrobacter brakii y Escherichia coli correspondiente
al patogrupo enteropatogénico. Se detectd una relacion positiva entre los indices de
diversidad de las poblaciones microbianas con los porcentajes de materia organica (%
MO) presentes en los suelos de cultivo, donde las mejores correlaciones las mostraron
los indices SChaol y H’. Los valores mayores de H’ se relacionan con suelos mas
fértiles segin lo reportado por Mider et al. (2002) quienes utilizaron este indice para
comparar suelos en sistemas de agricultura organica. Sin embargo, los suelos ricos en
MO especificamente en los invernaderos del Municipio de Aquixtla se fertilizan con
abono organico el cual contiene principalmente estiércol, pudiendo estar presentes
algunos enteropatdégenos que pueden sobrevivir en el suelo y consecuentemente ser
transmitidos a los vegetales que se estén produciendo (Sela y Fallik, 2009).

Entre las especies que se identificaron con mayor abundancia en los frutos fueron E.
cloacae, C. freundii, C. brakii y E. coli del patogrupo enterotoxigénico, las tres primeras
se detectaron en los tres grados de madurez, de ahi que podrian considerarse como parte
de la microbiota autdctona del fruto. Mientras que los enteropatégenos como S. boydii y

E. coli fueron aislados de frutos con 100% de madurez, lo cual es relevante ya que
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estos frutos ya son considerados con el grado 6ptimo de consumo y muchas veces son
ingeridos crudos.

La presencia de E. coli en jitomate fresco ademds de este trabajo se ha evidenciado en
otros sistemas de produccién incluyendo los tradicionales, organicos y semiorganicos,
en donde se ha aislado en mayor frecuencia que otros géneros como Salmonella y
Listeria (Mukherzee et al., 2006). La deteccion de enteropatdégenos en productos frescos
es de suma importancia, debido a que varios de ellos son capaces de internalizarse y
crecer dentro de la planta, de esta forma sobrevivir a los tratamientos de lavado y
desinfeccion pos cosecha. Algunos ejemplos de internalizacion se han reportado en
lechuga (Solomon et al., 2002), alfalfa (Gandhi et al., 2001) y especificamente Guo et
al. (2002) reporta la internalizacion en plantas de jitomate.

En general los indices H" y D obtenidos en frutos de jitomate fueron menores
comparados con los de suelo, lo cual indica que las comunidades microbianas presentes
en suelo son mas diversas que las de los frutos. Mientras que los valores obtenidos del
estimador de S(chao1) fueron mayores en jitomate, pudiéndose relacionar con una mayor
abundancia de organismos de la misma especie como fueron: E. cloacae, C. freundii y
C brakii. La presencia de estas especies podria relacionarse con su preferencia por
ciertos compuestos presentes en el jitomate, mismos que son requeridos para su
desarrollo (Kalia y Gupta, 2006).

Especificamente Selma y Fallik, (2009) reportan que los vegetales crudos contienen
carbohidratos que pueden ser utilizados por numerosos microorganismos, en este
estudio los frutos con 100% de madurez (M100%) con mayores contenidos de azucares,
presentaron las enterobacterias de mayor relevancia en la calidad sanitaria de los
vegetales crudos como E. coli y S.boydii (Beuchat, 2002).

Por otra parte las mejores correlaciones entre los contenidos de compuestos bioactivos
e indices de diversidad se presentaron entre las concentraciones de acido ascorbico y
licopeno con los indices de H” y D, respectivamente. Con la tendencia anterior podria
considerarse que si bien los frutos de jitomate son una buena fuente de compuestos
bioactivos (Brandt ef al., 2006; Raffo et al, 2002), también pueden presentar una
importante heterogeneidad en su microbiota como lo indican los indices calculados. De
esta forma también pudieron relacionarse los mayores contenidos de licopeno en frutos
que fueron colectados en invernaderos que presentaron los porcentajes mas elevados de
materia orgdnica en sus muestras de suelo.

Interacciones bacteria-hospedero en la superficie del fruto de jitomate.

La microbiota presente en vegetales que se consumen crudos como el jitomate incluye
microorganismos nativos y patdogenos que habitan sobre la superficie o parte interna del
fruto. Fernandez (2002) y Orozco et al. (2008) sefialan que entre las especies
Enterobacteriacacae mas comunmente identificadas durante la produccion de jitomate
se encuentran: Enterobacter (E. aerogenes, E. cloacae y E. agglomerans), Klebsiella
terrigena, y especificamente ciertos microorganismos patdégenos como: Listeria
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monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella, mismos que se asocian con multiples
casos de enfermedades gastrointestinales (Beuchat, 2002; Harris et al., 2003; Smith y
Fratamico, 2005; Berger ef al., 2010).

En este estudio se aislaron e identificaron algunos de estos géneros en los frutos de los
invernaderos con los que se trabajo, de ahi que en el Capitulo VI se procedié a evaluar
los comportamientos microbianos individuales y en poblaciones mixtas de bacterias
pertenecientes a la microbiota nativa E. cloacae y C. freundii y los patotipos de E. coli
enterotoxigénica (ETEC) y enterohemorragica (EHEC). Con el propoésito de identificar
las condiciones ambientales mas propicias para el crecimiento de la microbiota aislada,
las inoculaciones se realizaron en frutos de jitomate con diferentes grados de madurez
(M50%, MF y MC). Se reprodujeron en laboratorio las condiciones ambientales de
humedad relativa (60 y 85 %) y temperatura (22 y 40 °C), registradas en ciertas horas
del dia en el interior de uno de los invernaderos de fertiirrigacion de localidad de
Aquixtla, seleccionado para esta investigacion. Se aprecid un efecto significativo
(P<0.05) por la condicion de incubacion, presentdndose los recuentos mas altos en los
indculos simples y mixtos almacenados a 22 °C y 60 % de HR entre las 24 y 72 h de
crecimiento. Particularmente los patotipos EHEC y ETEC mantuvieron un crecimiento
mayor de 6 Log;o UFC/g, siendo muy similares los recuentos en frutos con diferentes
grados de madurez por 164 horas de incubacién. Mientras que la tendencia de
crecimiento de los microorganismos nativos del fruto C. freundii y E. cloacae fue
mayor a la observada con los enteropatdogenos, manteniéndose entre 9 y 10 Logo
UFC/g en frutos inoculados con diferentes grados de madurez.

De las condiciones estudiadas la de 40°C y 85% de HR tuvo un efecto inhibitorio en la
mayoria de las enterobacterias inoculadas, a excepcion de C. freundii quien mantuvo su
crecimiento de 7 Log;o UFC/g hasta las 168 horas. Se presentaron diferencias en la
sobrevivencia de los patogrupos de E. coli, siendo EHEC el que se recuperd hasta las
120h en los tres grados de madurez en comparacion con ETEC cuyo crecimiento se
presentd solamente hasta la 72h. Cabe mencionar que este Gltimo patogrupo fue aislado
de frutos de madurez de consumo y EHEC fue seleccionada por su capacidad de
internalizacion, multiplicaciéon y permanencia en vegetales crudos, considerando los
criterios de Olsen et al. (2000). Ambos microorganismos estdn relacionados con
enfermedades infecciosas tales como diarrea del viajero, gastroenteritis y sindrome
urémico hemolitico (Torres, 2009).

Particularmente el comportamiento de las interacciones microbianas como C. freundii y
E. cloacae con ETEC se vio afectado negativamente por el incremento de la
temperatura y la humedad relativa (40 °C y 85 % de HR), aunque esto ocurri6 a partir
de las 72 y 120 h, respectivamente. En contraste a 22 °Cy 60 % de HR, el crecimiento
de ETEC se vio favorecido donde inclusive se detectaron diferencias significativas en
crecimiento dependiendo del grado de madurez de los frutos, siendo mayor su
desarrollo en frutos con 50 % de madurez.
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Una situacion similar se presentd con la interaccion E. cloacae y C. freundii a 22°C y
60% de HR quienes mantuvieron su crecimiento hasta 168 h, independientemente del
grado de madurez de los frutos.

Mientras que en la interaccion de E. cloacae con EHEC se observo un efecto antagonico
sobre este ultimo, siendo mas notoria esta tendencia a 40°C y 85% de HR después de
168 h de almacenamiento.

En esta etapa de la investigacion también se estudio como el crecimiento de los
microorganismos inoculados bajo las diferentes condiciones ambientales de temperatura
y humedad relativa, se relacionaban con cambios en las propiedades fisicas como color
y firmeza de los frutos de jitomate por un periodo de siete dias (168 h), que es el
periodo aproximado que tardan los frutos para pasar del grado de madurez fisiologica a
madurez de consumo. Lo anterior debido a que estd documentado que ciertos
microorganismos de la microbiota nativa, son capaces de relacionarse con la
maduracion y pérdida de firmeza de los vegetales crudos, el cual es un parametro
decisivo en la calidad de frutos como el jitomate (Tucker et al., 1980). El término de
firmeza se relaciona con la resistencia que opone el fruto para ser deformado, entre los
principales compuestos que determinan la conformacion se encuentran las pectinas,
celulosa, hemicelulosa y proteinas (Valero et al., 2002), compuestos que podrian verse
afectados por la presencia de ciertos microorganismos. En los frutos inoculados se
detectaron reducciones significativas en la firmeza por la condicion de almacenamiento,
siendo mas notorias en las interacciones de E. cloacae y C. freundii con E. coli (ETEC)
incubados a 40 °C durante un periodo de 72 h. Este hallazgo es de importancia debido a
que los microorganismos inoculados (Enterobacter, Citrobacter y Escherichia) se
detectaron previamente en los frutos cultivados en los invernaderos en estudio, lo cual
sugiere que cuando se alcanzan condiciones de alta temperatura y humedad relativa (40
°C y 85%), en presencia de cierta microbiota la firmeza de los frutos puede llegar a
reducir significativamente. La situacion anterior puede ser desfavorable en el momento
de la cosecha ya que este parametro al igual que el color, se consideran decisivos en el
corte por parte del productor y de eleccion para su compra por el consumidor.

En relacién con el color se sabe que el parametro a* de la escala HunterLab, se
relaciona con las tonalidades rojizas que se alcanzan durante la maduracion de frutos
como el jitomate (Arias et al., 2000). En este trabajo se mostrd que el tipo de
microorganismo y la condicion ambiental de almacenamiento prevaleciente afectaron
diferencialmente a los valores del pardmetro a*, por ejemplo la presencia de C. freundii
en frutos inoculados y almacenados en ambas condiciones de temperatura y humedad
(22°C/60% HR y 40°C/85% HR) redujeron significativamente (P<0.05) a esta variable.
Situacién contraria se observd con jitomates inoculados con E. cloacae y sus
interacciones, con grados de madurez fisiologica (MF) y de consumo (MC) expuestos a
40 °Cy 85 % de HR, detectandose los valores mas altos de a* y frutos mas rojizos. Lo
anterior puede sugerir que en particular esta condiciéon ambiental (40 °Cy 85 % de HR),
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en presencia de E. cloacae y sus interacciones podrian favorecer la acumulacion de
pigmentos relacionados con la maduracién del jitomate, como lo es el licopeno.

Una vez que se tuvo conocimiento de que el comportamiento de las bacterias patdogenas
y de la flora nativa dependié por una parte de las condiciones ambientales como
temperatura y humedad relativa prevalecientes durante el almacenamiento de los frutos
y por otra de las interacciones microbianas que se llegan a establecer, se procedi6 a
estudiar el proceso de comunicacion celular conocido como Quorum Sensing (OS), del
cual dependen las interacciones bacterianas. (Fuqua et al., 1996; Waters et al., 2005). El
QS se da por medio de pequefias moléculas “sefial” conocidas como autoinductores
(Al), las cuales juegan un papel esencial en la sincronizaciéon y expresion de ciertos
genes (Zhang et al, 2004). Las bacterias Gram negativas producen dos clases de
autoinductores (Al): los AI-1 que son moléculas de Acil homoserina Lactonas de
(AHLS) y AI-2 que son moléculas de furanosilborato diesteres (Surette y Bassler, 1998;
Smith et al., 2004).

Las enterobacterias E. coli y Salmonella no tienen la capacidad de producir Al-1, sin
embargo, pueden alterar su expresion génica en respuesta a la presencia de AHLS en el
medio, a través de un regulador transcripcional Sdi4d (Ahmer, 2004). Segin Van Houldt
et al. (2006) el hecho de que E. coli pueda detectar la presencia de bacterias vecinas le
puede ayudar a sobrevivir en condiciones hostiles y competir con la flora nativa por los
nutrientes presentes en el medio. Segiin Cloak et al. (2002) la acumulaciéon de AHLS en
el medio se encuentra relacionada con las condiciones ambientales o de cultivo como
son: tipo de nutriente, temperatura de incubacion, humedad y pH; mismas que
determinan la composicion de la poblacion bacteriana. En esta investigacion se
considero la determinacion de AHLS (Al-1) producidas por las especies aisladas en la
microflora nativa del fruto (C. freundii y E. cloacae), en presencia de distintos
patogrupos de E.coli y bajo diferentes condiciones de incubacion. Las determinaciones
del AI-1 fueron realizadas paralelamente a los recuentos bacterianos y fueron
expresadas como indices de induccion de la actividad de la B galactosidasa (IID).

En general se observo que los IID presentaron diferencias significativas entre si
(P<0.05) de acuerdo con la condiciéon de incubacién, siendo los IID mas altos y por lo
tanto con mayor actividad de las moléculas autoinductoras en frutos inoculados con C.
freundii e incubados a 40 °C y 85% de HR. Particularmente C. freundii fue la especie
que mejor se adaptd a las condiciones anteriormente mencionadas manteniendo un
crecimiento de 7 Log;o UFC/g hasta las 168 h de almacenamiento.

De acuerdo con la relacion de los tiempos de incubacion y produccion de los 1ID se
evidenci6 mayor produccion de Al-1 a 40 °C/85 % de HR, sin embargo, en esta
condicion algunas interacciones bacterianas solamente presentaron respuesta de
induccion hasta las 72 h de incubacion, a diferencia de la condicidon de 22 °C/60% de
HR, en la que la induccion se prolongo hasta las 120 y 168 horas.
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En las interacciones de C. freundii con los patotipos de E.coli se presentaron diferencias
significativas en los IID (P<0.05), siendo mas altos los correspondientes a la
interaccion de C. freundii y EHEC a las 120 y 168 h con incubacion a 40°C y 85% de
HR, condiciones que mantuvieron el crecimiento de ambas bacterias. En contraste en la
interaccion de C. freundii y ETEC, a partir de las 72 h ya no se detect6 induccion de la
actividad de la § galactosidasa reduciéndose también el crecimiento de C. freundii en
competencia con ETEC, quien se mantuvo viable hasta las 120 h. Mientras que en la
interaccion de C. freundii y E. cloacae los valores obtenidos de los IID fueron menores
a los obtenidos cuando se inoculd individualmente C. freundii en los frutos, con
respuesta de induccion solamente hasta las 72 h con 40 °C/85 % de HR. El resultado
anterior conduce a plantear que si bien ambas enterobacterias C. freundii y E. cloacae
son capaces de producir AHLS, los IID de E. cloacae fueron menores a los alcanzados
con C. freundii. Es decir en la interaccion C. freundii y E. cloacae la produccion de
AHLS se debe principalmente a la presencia de C. freundii y en menor medida a E.
cloacae. Lo que sugiere que bajo las condiciones de estudio y de acuerdo con la
produccion AHLS en esta interaccion (E. cloacae y C. freundii) se esta favoreciendo la
comunicacion intra y no inter especies. Lo anterior es de interés si se considera que
ambas bacterias fueron consideradas como parte de la flora nativa del fruto de jitomate,
debido a que se aislaron con mayor frecuencia en el primer muestreo realizado en frutos
con diferentes grados de madurez y en distintos invernaderos de la regioén de estudio.

En general los IID obtenidos por E. cloacae presentaron diferencias significativas en
funcion de la condicion de almacenamiento siendo mas altos a 22 °C en comparacion
con los obtenidos a 40 °C. Mientras que en las interacciones de E. cloacae con los
patogrupos de E. coli se produjo mayor actividad del Al-1 en presencia de ETEC, con
valores maximos de los IID en la condicion de 22 °C/65 % de HR y con 168 h de
incubacion. En cambio en la interaccion de E. cloacae con EHEC a 40 °C y 85 % de
HR la actividad de induccion fue minima o nula para ser detectada a partir de las 72
horas de incubacion.

Existen varios reportes que sugieren que la produccion de moléculas autoinductoras
puede estar relacionada con la formacion de biopeliculas, permitiendo que los
microorganismos puedan colonizar, internalizar o adherirse a la superficie de los
vegetales o bien mantenerse en comunicacion con la flora nativa. (Lynch et al., 2002;
Vance et al.,, 2003). Esta relacion entre produccion de autoinductores y formacion de
biopeliculas permite que los microorganismos puedan colonizar o adherirse a la
superficie de vegetales o bien mantenerse en comunicaciéon con la flora nativa. (Van
Houdt, 2004). Con este antecedente se decidio evaluar la formacion de biopeliculas en
frutos inoculados con los microorganismos productores de AHLS, C. freundii y E.
cloacae con sus interacciones.

Las primeras microscopias de barrido evaluadas de frutos inoculados con E. cloacae y
C. freundii almacenados a 22 °C y 60 % de HR, mostraron desde las 1.5 h un gran
nimero de células bacterianas dispersas, las cuales iniciaban su adherencia sobre el
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pericarpio del jitomate. Bajo esta misma condicion de incubacion y después de 72 h, las
microfotografias de los frutos inoculados con interacciones microbianas como C.
freundii y ETEC muestran el desarrollo de una estructura tipo biopelicula en la cual se
encuentran embebidas numerosas bacterias.

En la condiciéon de 40 °C y 85 % de HR, las imdgenes correspondientes a frutos
inoculados con E. cloacae son similares a las reportadas por Herson et al; (1987),
quienes evaluaron el efecto del tiempo de adherencia y formacion de biopeliculas en la
sobrevivencia de E. cloacae. En este estudio se evidencid que después de 72 h de
incubacion es posible observar poblaciones de células bacterianas de E. cloacae,
adheridas a un material extracelular con morfologia amorfa y varias estructuras
bacilares, y a las 162 h ya solo se detecta material extracelular y algunas células
bacterianas embebidas.

Con estos resultados se demuestra que las bacterias pertenecientes a la flora nativa del
fruto (E. cloacae y C. freundii) capaces de producir AHLS, también se adhieren y
forman biopeliculas sobre la superficie del jitomate, dependiendo de las condiciones
ambientales a las que sean expuestas. Lo anterior es importante considerarlo si se
pretenden implementar medidas relacionadas con la desinfeccion del fruto, ya que la
microflora adherida y formadora de biopeliculas es mas dificil que pueda ser eliminada
con los métodos tradicionales que suelen emplearse antes de su consumo (Michiels et
al., 1997; Du et al., 2008).

A manera de resaltar los hallazgos mas sobresalientes de las Interacciones bacteria-
hospedero en la superficie del fruto de jitomate, en el Cuadro 11.3 se resumen los
efectos de las condiciones ambientales temperatura y humedad relativa sobre: el
comportamiento de inoculos simples y mixtos de bacterias nativas y patogenas
inoculadas en el fruto, cambios presentados en las propiedades fisicas de los frutos
inoculados (firmeza y color) y produccion del AI-I(AHLS) y su relacion con la
formacionde biopeliculas sobre el pericarpio del jitomate.

Variabilidad de la composicion quimica del fruto considerando diferentes grados de
madurez, cultivares, condiciones ambientales y tipos de invernaderos.

Actualmente se busca en los invernaderos un microclima que favorezca el crecimiento
de las plantas donde las condiciones ambientales como la temperatura, intensidad de luz
y humedad relativa puedan influir directamente sobre la composiciéon nutricional y
atributos de calidad de los cultivos (Kader, 2007; Dorais et al., 2001).
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Cuadro 11.3. Efectos de las condiciones ambientales sobre el comportamiento
microbiano y fruto inoculado.

Condiciones Ambientales

122°Cy 60% de HR

T40°Cy 85% de HR

Efectos sobre el
comportamiento
microbiano

Efectos sobre el
fruto de

Jitomate

Los recuentos mas altos se obtuvieron
entre 7y 9 Log;o UFC/g en la microbiota
nativa y patogena a las 24 y 72 h de
crecimiento.

ETEC presentdo diferencias en su
crecimiento de acuerdo con el grado de
madurez, con recuentos mas altos en
M50% en sus interacciones con la flora
nativa.

La interaccion de C. freundii y E. cloacae
mantuvieron su crecimiento hasta las 168
h con poblaciones mayores de 7 Logi
UFC/g

E. cloacae presentd los valores mas altos
de IDD a partir de las 120h en indculos
simples.

Los valores de IID mas altos de las
interacciones de E. cloacae se presentaron
con C. freundii y EHEC

Los frutos presentaron mayor firmeza
principalmente los inoculados con C.
freundii.

En frutos inoculados con C. freundii en
MF y MC se redujeron los valores de a*.

Se favorecié la adherencia y formacion
de biopeliculas sobre el pericarpio en
presencia de C. freundii 'y sus
interacciones a las 72 h de crecimiento.

La mayoria de las enterobacterias
inoculadas se inhibieron a excepcion
C.freundii, quien mantuvo un crecimiento
de 7 Log;(UFC/g hasta las 168h

Se detectd mayor inhibicion de EHEC al
interaccionar con E.
perteneciente a la flora nativa

cloacae

La interaccion de C. freundii y E. cloacae
inhibid su crecimiento a partir de las 72h
en MFy MC.

La mayor produccion de AHLS y por
tanto los valores mas altos IID se
presentaron en frutos inoculados con C.
freundii, favoreciéndose la comunicacion
intra especies

En la interaccion de C. freundii y E. coli
se produjeron valores mas altos de IID
con EHEC a las 120 y 168h

Se presentd reduccion de la firmeza en
presencia de E. cloacae y C. freundii en
presencia de ETEC.

En frutos inoculados con E. cloacae se
tuvieron los valores mas altos de a* o
frutos mas rojizos.

En las microfotografias en frutos con E.
cloacae se observan células bacterianas
adheridas a un material extracelular con
morfologia amorfa y varias estructuras
bacilares.

MF: Madurez fisiolégica, MC: Madurez de consumo, IID: Indice de induccién de la
actividad de la - galactosidasa. AHLS: Acil homoserina Lactonas.

Aunque se sabe que ciertos factores como: el estado de madurez, variedad botanica,
cultivar y condiciones de manejo del cultivo pueden influir también sobre la
composicion quimica de frutos como el jitomate. (Abushita et al., 2000; Giovanelli et
al., 1999; Juroszek et al, 2009). De ahi que en esta parte de la investigacion
correspondiente al Capitulo VII se enfocé a estudiar la variabilidad de los pardmetros de
calidad y composicion fitoquimica del jitomate; considerando diferentes grados de
madurez, cultivares, condiciones ambientales y tipos invernaderos.
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Para evaluar la influencia de las condiciones ambientales se considerd el monitoreo y
registro de las wvariables climaticas como la temperatura (°C), radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) y humedad relativa (% HR) recibidas en el interior de
siete invernaderos hidropénicos y de fertirrigacion pertenecientes a cuatro localidades
(Aquixtla, Tlaltempa, La Loma y Cuautieco) del Municipio de Aquixtla, Puebla. Se
relacionaron los valores medio, moda y maximo de cada condicion ambiental con los
resultados obtenidos en la composicion quimica de los frutos: Para lo anterior sélo se
eligieron los registros de las condiciones ambientales pertenecientes a los ultimos 12
dias pre-cosecha necesarios para alcanzar los tres grados de madurez en estudio
madurez del 50% (M50%), madurez fisioloégica (MF) y madurez de consumo (MC) en
las diferentes variedades estudiadas (Reserva, Charleston, 7705, La Joya y Anibal). Para
facilitar el manejo de los datos obtenidos en las variables climaticas (temperaturas y
humedad relativa) se calcularon los promedios de los valores minimo, moda y méaximo
de las condiciones ambientales (TMin, HRMin, TMo, HRMo, TMax y HRMax).

Se tuvieron diferencias significativas (P<0.05) entre las condiciones ambientales siendo

los invernaderos de fertirrigacion los que mostraron temperaturas extremas (minimas y
maximas) en comparacion con los hidroponicos. Algo notable fue que los valores de
TMax alcanzados sobrepasaron las temperaturas Optimas siendo mas altas en los
invernaderos de fertirriego, estos incrementos de temperatura causaron reducciones
significativas en los porcentajes de humedad relativa durante los grados de madurez del
50% y MF en algunos invernaderos. Sin embargo, las modas correspondientes a los
porcentajes de HR estuvieron por encima del 78% incluso se presentaron en los grados
de madurez del 50% en los invernaderos con variedad Reserva y 7705 humedades
relativas del 100%.

Para evaluar la influencia de las condiciones ambientales se considerd el monitoreo y
registro de las variables climaticas como la temperatura (°C), radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) y humedad relativa (% HR) recibidas en el interior de
siete invernaderos hidropénicos y de fertirrigacion pertenecientes a cuatro localidades
(Aquixtla, Tlaltempa, La Loma y Cuautieco) del Municipio de Aquixtla, Puebla.

Se relacionaron los valores medio, moda y maximo de cada condicién ambiental con los
resultados obtenidos en la composicion quimica de los frutos, paro lo cual solo se
eligieron los registros de las condiciones ambientales pertenecientes a los 12 ultimos
dias pre-cosecha, necesarios para alcanzar los tres grados de madurez en estudio
madurez del 50% (M50%), madurez fisiologica (MF) y madurez de consumo (MC) en
las diferentes variedades estudiadas (Reserva, Charleston, 7705, La Joya y Anibal). Para
facilitar el manejo de los datos obtenidos en las variables climaticas (temperaturas y
humedad relativa) se calcularon los promedios de los valores minimo, moda y méximo
de las condiciones ambientales (TMin, HRMin, TMo, HRMo, TMax y HRMax).

Se tuvieron diferencias significativas (P<0.05) entre las condiciones ambientales siendo
los invernaderos de fertirrigacion, los que mostraron temperaturas extremas (minimas y
maximas) en comparacion con los hidropdnicos.
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Algo notable fue que los valores de TMax alcanzados sobrepasaron las temperaturas
optimas siendo mas altas en los invernaderos de fertirriego, estos incrementos de
temperatura causaron reducciones significativas en los porcentajes de humedad relativa
durante los grados de madurez del 50% y MF de los frutos en algunos invernaderos. Sin
embargo, las modas correspondientes a los porcentajes de HR estuvieron por encima del
78% incluso se presentaron en los grados de madurez del 50% en los invernaderos con
variedad Reserva y 7705 humedades relativas del 100%.

También se evalud la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) registrando valores
minimos de 0.53 pmol'm™s” y méaximos de 299 umol'm™s™, los cuales de forma
coincidente tendieron a disminuir conforme se incrementé el grado de madurez de los
frutos, debido a la reduccion en el fotoperiodo de junio a julio en el cual los frutos
llegaron al grado de madurez requerida para su colecta. El control de esta condicion
durante la produccién de jitomate es de gran importancia ya que la RFA es responsable
de procesos como la fotosintesis, fotoperiodo y fotomorfogénesis los cuales rigen el
crecimiento de la planta (Aderoye y Jolliffe, 1987).

A pesar de que se llevo un registro diario y a diferentes horas del dia de las condiciones
ambientales de los invernaderos y durante todas las etapas de cultivo, no mostraron una
relacion directa con los parametros de calidad correspondientes a las caracteristicas
internas de los frutos como pH, solidos solubles totales (°Brix) y acidez titulable (AT),
pero si se vieron influidos directamente por el grado de madurez, variedad y tipo de
invernadero. De manera general los valores de °Bx fueron mayores al 3% y los valores
de AT fueron superiores a 0.32% considerando los tres grados de madurez, lo cual
segun Flores et al. (2009) estos rangos de las variables estan relacionados con frutos de
buena calidad y sabor. Por su parte los °Brix se relacionaron con los contenidos de
azucares totales presentes en los frutos, lo cual se debe a que el 60 % de los s6lidos
solubles del jitomate, corresponden a estos carbohidratos determinando el sabor del
fruto. En los °Bx y contenido de azlcares totales, se presentd un efecto altamente
significativo (P<0.01) con respecto al grado de madurez, observandose una reduccioén
en frutos mas inmaduros y diferencias significativas de acuerdo con la variedad del
fruto. Esta tendencia es natural de los frutos, ya que por lo general los niveles mas
bajos en so6lidos solubles se registran en los estadios tempranos de desarrollo y tienden
a incrementar conforme el fruto madura, lo cual coincide plenamente con lo reportado
previamente por autores como Molyneux et al.(2004).

Las reducciones de estos parametros de calidad son explicadas por Kader (1987), quien
considera que los frutos en los primeros grados de madurez demandan un mayor aporte
energético para el desarrollo de sus procesos metabodlicos como es la respiracion, en el
cual se consumen azticares como la glucosa y fructosa como principales sustratos.

Una relacion muy utilizada para la comparacion de cultivares en jitomate es el indice de

madurez (IM) en el cual interfieren los solidos solubles con respecto a la acidez

titulable, idealmente se espera un incremento en el nivel de azucares y una

concentracion optima de acidos, mientras que un incremento de estos ultimos puede
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propiciar una disminucion en la aceptabilidad del fruto (Malundo et al., 1995). Los IM
evaluados en frutos de MC provenientes de invernaderos tanto de hidroponia como de
fertirrigacion fueron mayores a 10, lo cual segun Nielsen, (2003) pueden considerarse
como frutos sensorialmente adecuados para su consumo.

La firmeza, otro factor relacionado con la calidad del jitomate, tuvo un efecto
significativo (P<0.01) no solo por el grado de madurez sino que ademas la firmeza
también presento diferencias significativas por las condiciones de manejo del cultivo,
siendo los frutos cultivados en fertirrigacion los que tuvieron 15% mayor firmeza en
comparacion con los de hidroponia. Lo anterior pudo evidenciarse en las variedades de
los frutos Reserva y La Joya en el grado de madurez del 50% -cultivados en
fertirrigacion, quienes presentaron valores mas altos de firmeza, 11.35+1.86 y 9.25 £1.7
Kgf, respectivamente. El hallazgo anterior es importante debido que bajo este grado de
madurez (M50%: inicio pintoén), eventualmente los productores del municipio de
Aquixtla cosechan sus frutos para su comercializacion.

Respecto al color, el cual es decisivo en la determinacion del punto de maduracion y de
la vida postcosecha del jitomate (Arias et al., 2000), se evalu6 indirectamente a través
de los pardmetros de la escala de HunterLab (L*, a* y b*), los cuales tuvieron
diferencias significativas con respecto a la variedad y estadio de maduracion del fruto.

Especificamente los pardmetros L* y b* mostraron una reduccién importante de acuerdo
con la maduracion del fruto, lo anterior como consecuencia de la sintesis de los
carotenoides y disminucién de las tonalidades verdosas (Shewfelt et al, 1988).
Adicionalmente los valores de a* se correlacionaron negativamente con los valores
obtenidos de firmeza (r= -0.79), donde ambos parametros dependen de los cambios de
madurez del fruto.

También a partir de los parametros de color se calcularon los indices Hue, Chroma y las
razones a*b*, y (a*b*” los cuales pueden relacionarse con los contenidos de
pigmentos en los alimentos, especificamente en jitomate pueden referirse al contenido
de licopeno en frutos maduros (Wold et al., 2004 y Brandt et al., 2006). Lo anterior es
de gran utilidad a nivel practico, ya que con la medicion de estos parametros de color se
puede inferir sobre el contenido de licopeno en los jitomates sin necesidad de hacer la
cuantificacion directa de este pigmento.

Otra de las correlaciones que resultaron interesantes fueron las que se presentaron entre
los contenidos de clorofila y licopeno en frutos con madurez de consumo con los
indices de color a*b* y (a*/b*)’ con valores de r=-0.56 y 0.54 y r=0.81 y 0.82,
respectivamente. Inclusive estos ltimos coeficientes coinciden con los reportados por
Arias et al. (2000) quienes afirman que la relacion (a*/b*)’ se considera como un indice
de maduracion de los frutos de jitomate. Lo anterior podria confirmase también con otra
correlacion significativa que se presentd entre los indice de color y el contenido de
carotenoides totales presentes en el fruto (r=0.70). Los carotenoides incluyen al
licopeno, xantofilas y caroteno, los cuales son los responsables de las coloraciones
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rojiza, naranja y amarilla del jitomate, asi como de la accion vitaminica del a y B
caroteno y la criptoxantina precursores de vitamina A (Ortega et al., 2004). En
particular los contenidos de carotenoides totales presentaron un efecto significativo
(P<0.05) por el sistema de produccion utilizado, donde los valores mayores se tuvieron
en frutos cultivados en invernaderos de fertirrigacion en comparaciéon con los de
hidroponia. Asi mismo se observaron diferencias significativas entre variedades y
grados de madurez, donde los frutos de las variedades La Joya y Reserva, presentaron
los contenidos mas altos.

Unos de los carotenoides que mas estudiado es el licopeno, al cual se lo asocia con
propiedades como antioxidante frente a padecimientos cancerigenos y coronarios.
Ademas de contribuir a reducir la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja densidad-
(LDL) y a disminuir los niveles de colesterol en la sangre (Weisburger, 1999; Leonardi
et al., 2000). En este trabajo los contenidos de licopeno dependieron significativamente
(P <0.05) del grado de madurez y variedad de los frutos, por ejemplo en M50% el rango
en promedio fue de 1.39 a 6.29 mg-100g™'PF, en MF de 3.0 a 14.22 mg-100g'PF y en
MC de 6.82 a 23.41 mg-100g'PF. Las variedades que presentaron mayores contenidos
de licopeno fueron Reserva y Anibal ambas cultivadas en hidroponia, tipo saladette y en
grado de madurez de consumo.

Lo anterior puede incidir para la seleccion de variedades de cultivo, debido a que el
jitomate se considera la fuente de licopeno mds importante en la dieta (Willcox et al.,
2003), aunado a esta particularidad existe la opcion de elegir variedades que lleguen a
mantener contenidos altos de este primordial pigmento.

Las condiciones ambientales prevalecientes en los invernaderos también influyeron
sobre los contenidos de licopeno, especificamente los valores promedio de Tmax
(mayores a 33°C) y HRmin (25%) alcanzados durante las etapas pre cosecha en el
cultivo de las variedades Charleston y La Joya indujeron la reduccion en los contenidos
de este antioxidante. Lo cual puede deberse a que la sintesis del licopeno llega a
afectarse con el incremento de la temperatura, especificamente los precursores se
inhiben y la produccion de licopeno se detiene en temperaturas por debajo de 12 °C y
por encima de 32 °C, el intervalo mas favorable se encuentra entre 22 y 25 °C
(Abushita et al., 1997).

Es importante resaltar que en la mayoria de los invernaderos estudiados se vio rebasado
este rango Optimo de temperatura, a pesar de que en las épocas mas calurosas los
productores ventilan de forma continua los invernaderos. Otra de las condiciones
ambientales que incidi6 sobre los invernaderos es la radiacion fotosintéticamente activa
(RFA), que en particular en este trabajo se presume que la RFAméxima (269 pmol-m
2.5 registrada durante los periodos pre cosecha, afectd positivamente la biosintesis del
licopeno (Brandt et al., 2006).
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La tendencia anterior fue observada en el invernadero de hidroponia donde se cultivo la
variedad Anibal, en la cual se tuvieron los valores mas altos de este pigmento y la RFA
se encontrd dentro del intervalo 6ptimo para la produccion de jitomate. Sin embargo, la
RFA no fue constante en todos los invernaderos a pesar de estar localizados en un
mismo municipio, lo cual se atribuye a que la orientacion y los tipos de plastico de los
invernaderos varian ampliamente entre si, influyendo sobre la intensidad de la RFA que
incide sobre las plantas.

El acido ascoérbico o vitamina “C” fue otro de los antioxidantes estudiado, cuyos
contenidos se relacionaron con los grados de madurez, variedad y tipo de invernadero
utilizado. Los valores medios obtenidos fueron disminuyendo conforme la maduracioén
del fruto de 28.99, 18.95 y 10.95 pg-g” PF en los grados madurez del 50%, MF y MC,
respectivamente. La tendencia anterior permite justificar la correlacion positiva que se
presento entre los contenidos de acido ascorbico y la firmeza de los frutos con r=0.54,
especificamente en las variedades Reserva y Charleston cultivados en fertirrigacion e
hidroponia, respectivamente. Lo cual sugiere que si existen correlaciones positivas del
contenido de licopeno y 4cido ascérbico con el color y la firmeza de los frutos, seria
interesante estudiar con mas detalle estas relaciones para manejarse como alternativas
de evaluacién en los antioxidantes a través de las determinaciones de los parametros de
calidad firmezay el color de los frutos.

Finalmente en el Cuadro 11.4 se describen de forma resumida como se vieron afectados
los parametros de calidad incluyendo las caracteristicas internas y externas y los
componentes quimicos de los frutos de jitomate, en relacion con las condiciones
ambientales de los diferentes tipos de invernaderos (fertirriego e hidroponia), grado de
madurez y variedad de los frutos.
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Cuadro 11.4. Factores relacionados con la variabilidad en los parametros de calidad y
composicion quimica del jitomate.

Factores que afectan los parametros de calidad y composicion quimica del jitomate

Parametros y Efecto de las condiciones Efecto del erado de madurez
Componentes ambientales (T, HR y RFA)y tipo de .8
invernadero y variedad del fruto
Parametros Los frutos mas acidos correspondieron a Los valores mas altos de AT se
internas: jitomates  cultivados en invernaderos presentaron en frutos con madurez
. . hidropénicos en comparacion con los de del 50% y MC.
pH, acidez titulable L o .
o fertirrigacion En los °Bx y contenido de
(AT) y Bx y azlicares totales, se presentd una

azucares totales

Parametros
externas:
Color (parametros
L* ay b*)y firmeza

Componentes
Quimicos

Clorofila y
carotenoides totales

Licopeno

Acido Ascorbico

Los frutos en fertirrigacion presentaron 15%
mayor firmeza en comparacion con los de
hidroponia.

Los valores de a* fueron mayores en frutos
cultivados en fertirrigacion y tendieron a
reducirse de acuerdo con la Tmax de los
invernaderos.

Los contenidos de carotenoides totales
fueron mayores en frutos cultivados en
invernaderos de fertirrigacion.

Los incrementos en las condiciones
ambientales Tmax y RFAmax influyeron
reduciendo e incrementando los niveles de
licopeno.

Los valores mas altos en el contenido se
presentaron en frutos cultivados en
hidroponia.

En los invernaderos donde se mantuvieron
la. Tmin y TMo de 98 y 11.8°C,
respectivamente  se favorecieron los
contenidos altos de acido ascorbico.

reduccion en frutos mas
inmaduros y diferencias
significativas de acuerdo con la
variedad del fruto. Los mayores
contenidos de azdcares se tuvieron
con la variedad Reserva.

Los pardametros L* 'y b*
mostraron reduccion de acuerdo
con la maduracion del fruto.

Los mayores contenidos de
clorofila total se presentaron en
frutos de M50%.

Los carotenoides presentaron
diferencias significativas entre
variedades y grados de madurez
con contenidos mas altos en frutos
de las variedades La Joya y
Reserva.

Se observaron diferencias entre
grados de madurez y variedades
siendo Anibal y Reserva las que
presentaron los contenidos mas
altos, cultivados en hidroponia

Los contenidos se redujeron
conforme la maduracion del fruto.
Siendo los frutos con M50% de las
variedades Reserva y Charleston
las que presentaron las
concentraciones mas altas.

HR: Humedad Relativa, T: temperatura, Tmax: temperatura maxima, Tmin: temperatura
minima, TMo: temperatura moda, RFA: radiacion fotosintéticamente activa. M50%
madurez del 50%, MC: Madurez de consumo, AT: acidez titulable.
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XII. CONCLUSIONES GENERALES Y
ALCANCES DE LA INVESTIGACION

12.1 CONCLUSIONES GENERALES

Con base a los resultados de la presente investigacion se consideraron relevantes las

siguientes conclusiones:

De manera general se concluye que las condiciones ambientales prevalecientes
en los sistemas de produccién de jitomate en invernaderos de la region de
Aquixtla, influyeron sobre la composicion quimico-funcional y parametros de
calidad del fruto. También se observo un efecto sobre el comportamietno de la
microbiota nativa y patogena presente, lo cual se puedo relacionar con la
produccion de moléculas autoinductoras y la formacion de biopeliculas sobre la
superficie del jitomate.

Con el Diagnostico Sistémico realizado en el Municipio de estudio se
identificaron dos tipos de sistemas de cultivo para la produccion de jitomate:
hidroponia y fertirrigacion. Este Gltimo es el de mayor preferencia por parte de
los productores de la regioén, con una contribucion del 71 % del total de la
superficie cultivada.

Se identificaron dos tipos de problematicas en la region de estudio unas
relacionadas con el sistema de produccion, incluyendo el manejo del cultivo y el
control de las condiciones ambientales en los invernaderos, mismas que se ven
reflejadas en la falta de uniformidad de las propiedades fisico-quimicas y
composicion nutrimental de los frutos analizados. Otra problemaética se relaciona
con las dificultades de comercializacion del producto, demandando propuestas
que consideren con el valor agregado del fruto, en funcidon del cumplimiento de
las especificaciones actuales de inocuidad, atributos de calidad de acuerdo con el
tipo de variedad y sistema de cultivo utilizados en la region de estudio.

En los invernaderos de fertirrigacion analizados se presentaron variaciones
dentro de un mismo sistema de produccién en los parametros de calidad (°Brix y
acidez titulable) y composicion quimica (azlicares totales, carotenoides, clorofila
y licopeno) de los frutos con diferentes grados de madurez, lo cual sugiere la
falta de homogeneidad en las condiciones de manejo del cultivo.
Especificamente se detectd que ciertas practicas como la aplicacion de materia
organica en el suelo, se asocid con contenidos altos de licopeno en los frutos.

Se reconocid la diversidad de la microbiota presente en frutos con diferentes
grados de madurez y suelo pertenecientes a los invernaderos de fertiirrigacion,
identificandose con mayor frecuencia las especies: Enterobacter cloacae,
Citrobacter brakii y los patogrupos de Escherichia coli enteropatdégenico y
enterotoxigénico (ETEC y EPEC).

176



Particularmente en fruto ademés de ETEC fueron aislados otros enteropatdogenos
como Shigella boydii, siendo relevante la presencia de estos microorganismos si
se pretende cumplir con las especificaciones de inocuidad de los productos
cultivados en la regién de Aquixtla.

En general los indices diversidad de Simpson (D) y Shannon-Wiener (H"),
reflejaron comunidades microbianas mas diversas presentes en suelo y los
valores del estimador de S(chao1) indicaron una mayor abundancia de ciertas
especies colonizando los frutos. La especificidad de la microbiota en jitomate
pudo relacionarse con su preferencia por determinados compuestos contenidos
en el fruto, lo anterior se observo en jitomates con mayores contenidos de
azucares y la presencia de enterobacterias como E. coli y S.boydii.

Se obtuvieron correlaciones significativas entre los contenidos de compuestos
bioactivos (acido ascorbico y licopeno) y los indices de diversidad microbiana
(H” y D) evaluados en fruto, lo cual indica que si bien es importante la
composiciéon quimico-funcional del jitomate es necesario considerar la
heterogeneidad de su microbiota.

Las condiciones ambientales de temperatura (T) y el porcentaje de humedad
relativa (% HR), tuvieron un efecto significativo en la sobrevivencia de la
microbiota nativa (Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii) y patogena
(patotipos de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y enterohemorragica (EHEC),
inoculadas en frutos con diferentes grados de madurez, obteniéndose recuentos
mas altos con 22 °C y 60 % de HR entre las 24 y 72 h de incubacion. Las

tendencias de crecimiento fueron mayores en los microorganismos nativos (9 y

10 Log;o UFC/g) en comparaciéon con los patdgenos (6 y 8 Log;o UFC/g),
después de 164 h de incubacion.

En la condicion de incubacion con 40°C y 85% de HR reveldo un efecto
inhibitorio en la mayoria de las enterobacterias inoculadas, a excepcion de C.
freundii quien mantuvo su crecimiento de 7 Log;o UFC/g hasta las 168 horas.
Esta misma tendencia de inhibicion por las condiciones de T y HR se tuvo con
las interacciones de C. freundii y E. cloacae con los patogrupos ETEC y EHEC.
Particularmente en la en la interaccion de E. cloacae con EHEC se presentd un
efecto antagdnico sobre este patogrupo, situacion que no fue observada con
ETEC.

Los frutos inoculados mostraron cambios significativos en sus propiedades
fisicas como incrementos en los valores del parametro de color a* y reducciones
en la firmeza, principalmente por la presencia de la microbiota nativa (E.
cloacae y C. freundii) incubados a 40 °C durante un periodo de 72 h.

Los indices de induccién de la actividad de la B galactosidasa (IID) relacionados
con la actividad de las moléculas autoinductoras (AI-1), dependieron de las
condiciones de incubacién y de la microbiota presente, siendo mayores los 11D

en frutos inoculados con C. freundii y sus interacciones, a 40 °C y 85% de HR.
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Se demostrd que las bacterias pertenecientes a la flora nativa del fruto capaces
de producir AHLS (E. cloacae y C. freundii), también se adhirieron y formaron
biopeliculas sobre la superficie del jitomate, dependiendo de las condiciones
ambientales a las que fueron expuestas, siendo relevante este hecho para la
implementacion de técnicas de lavado y desinfeccion del fruto como parte de los
programas de sanidad requeridos en la region de estudio.

Se presentaron diferencias entre los valores minimo, moda y méaximo de las
condiciones ambientales como temperatura, humedad relativa y radiacion
fotosintéticamente activa, monitoreadas en los diferentes invernaderos,
afectando directamente los contenidos de compuestos bioactivos, como el
licopeno.

Los parametros de calidad interna pH, so6lidos solubles totales (°Brix) y acidez
titulable y externa (color y firmeza) fueron mas estables a las variaciones en las
condiciones ambientales y se vieron influidos directamente por el grado de
madurez, variedad y tipo de invernadero utilizado para el cultivo de los fruto.

12. 2 ALCANCES DE LA INVESTIGACION

Si bien este documento proporciona informacion relevante sobre los aspectos de
composicion, calidad e inocuidad que presentan los frutos cultivados en las diferentes
regiones del Municipio de Aquixtla, el dmbito de investigacion relacionado con el
cultivo de jitomate es muy amplio. De acuerdo con lo anterior se sugirieren algunas
recomendaciones que puden ser retomadas en trabajos posteriores a esta investigacion.

Como se plantea en el apartado XIII para el Punto Estratégico 4 se requiere de
un Programa de Monitoreo Sistematico con la finalidad de mantener bajo control
los requisitos de inocuidad y estdndares de calidad. Este programa debera
contener los elementos necesarios para generar las condiciones de inocuidad
desde el campo, empacado y traslado del producto, considerando los resultados
obtenidos en los analisis bioquimicos y microbioldgicos de esta investigacion.

Se requieren investigaciones encaminadas a la busqueda de tipos de mercados en
los que se incluya la comercializacion de los productos evaluados en funcion del
contenido quimico-funcional y pardmetros de calidad.

De acuerdo con las correlaciones significativas halladas entre los contenidos de
compuestos bioactivos y parametros de calidad, resulta interesante estudiar con
mas detalle si se podrian proponer alternativas de evaluacion a partir de los
parametros de calidad como indicadores de compuestos antioxidantes, mismas
que tendrian que difundirse con los productores de jitomate.

Se recomienda investigar acerca del uso de bioproductos (aceites esenciales y

extractos) como alternativas de desinfeccion de los frutos durante la etapa

postcosecha. Las dosis efectivas y tiempos de contacto de estos productos
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tendrian que ser propuestos a partir de su eficacia con la microbiota hallada en
este estudio.

Las visitas frecuentes a la zona de estudio permitieron detectar la existencia de
riesgos de contaminacion ambiental por el uso indiscriminado de agroquimicos
en los procesos de produccion, para lo cual se requieren de investigaciones que
estén relacionadas con el impacto que estan sufriendo los recursos naturales
como agua y suelo.
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XIII. PROPUESTA DE ESTRATEGIA DE
DESARROLLO.

Con base en los aspectos estudiados y los resultados obtenidos en esta investigacion y
considerando las necesidades e inquietudes de los productores de la region de estudio,
se propone la siguiente Estrategia de Desarrollo. La cual gira en alrededor de tres ejes
principales: produccion, procesamiento y comercializacion de jitomate cultivado en
invernadero. Los Puntos Estratégicos (PE) comunes a los tres ejes son: Viabilidad
Economica e Impacto Social (PE2), Sinergia (PE3) y Satisfaccion de Requisitos:
Inocuidad, Calidad y Normatividad (PE4). A su vez el Eje 1 contiene su propio Punto
Estratégico (PE1: Produccion). El funcionamiento de la Estrategia propuesta se realiza
mediante un Sistema Operativo de Comunicacion, el cual se detalla mas adelante.
(Figura 13.1).

. Comercializacion

Sistema Operativo
TYP

Figura 13.1. Diagrama General de la Estrategia de Desarrollo para la Produccion,
Procesamiento y Comercializacion de jitomate cultivado en invernadero. PE: Punto
Estratégico, PE2: Viabilidad Econdémica e Impacto Social, PE3: Sinergia y PE4:
Satisfaccion de Requisitos: Inocuidad, Calidad y Normatividad.
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a) Punto Estratégico 1: Produccion

De la informacion de obtenida durante entrevistas a productores, talleres participativos y
recorridos de campo (CAPITULO III), se advirti6 que las operaciones realizadas en las
Unidades Productivas mostraron carencias de capacitacion y asesoramiento técnico
suficiente y oportunos. También se identificé la ausencia de monitoreo, registro y
control adecuado de las condiciones ambientales (T, RFA y HR) en algunos de los
invernaderos. Lo anterior estd relacionado con la microbiota patdogena identificada y la
falta de uniformidad en las propiedades fisicoquimicas y composicion quimico-
funcional de los frutos evaluados en esta investigacion (CAPITULO IV y CAPITULO
V).

Para revertir la situacion citada se propone el siguiente el punto estratégico, en el cual
se requieren Recursos Humanos Capacitados para la operacion de Procesos Controlados
en la transformacion de los Recursos Naturales; dando cumplimiento a los requisitos de
inocuidad, estandares de calidad y disposiciones de normatividad (Figura 13.2).

Figura 13.2. Componentes del Punto Estratégicol (PE1): Produccién y Distribucion.
Temperatura (T), humedad relativa (HR), radiacion solar (RS) y Buenas Practicas
Agricolas (BPA).

Asimismo los procesos controlados durante las etapas pre y cosecha, pueden requerir el
uso de “bioproductos”, destinados al control y prevencion de enfermedades y plagas. Lo
anterior con la finalidad de no afectar la sustentabilidad del cultivo (Figura 13.2).
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b) Punto Estratégico 2: Viabilidad Economica e Impacto Social.

La produccién de jitomate en invernadero en el Municipio de Aquixtla es
potencialmente viable por: su demanda sostenida en las culturas gastronémicas mas
importantes; su amplio consumo en forma fresca o procesada permite incluirlo en
diversos nichos de mercado. Adicionalmente, en la actualidad existen nuevas
oportunidades para la comercializacion del fruto, las cuales se relacionan con sus
atributos funcionales y nutricionales (CAPITULO II).

Durante los Talleres Participativos los productores de Aquixtla manifestaron que la
factibilidad productiva se dificulta por la insuficiente disponibilidad de mano de obra
generada por la emigracién de sus habitantes (CAPITULO III). Ante ello, la Viabilidad
Economica que se propone como PE, puede constituirse en una alternativa eficaz al
posibilitar la produccion y procesamiento debido a que ofrece empleos permanentes que
desalienten el desarraigo (Figura 13.3).

Figura 13.3. Componentes del Punto Estratégico 2 (PE2): Viabilidad econémica.

Sin embargo, la viabilidad econémica puede estar expuesta a pérdidas y mermas
provocadas por causas naturales o inestabilidad de la demanda. Ante estos riesgos se
requieren alternativas que permitan el aprovechamiento del producto, entre ellas se
encuentran los procesos de deshidratacion y liofilizacion.

Ambos pueden cumplir con los requisitos de inocuidad, trazabilidad, normatividad y
expectativas de los nichos de mercado (Figura 13.4).
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Figura 13.4. Alternativas para reducir pérdidas y mermas por medio del procesado del
fruto.

c) Punto Estratégico 3 (PE 3): Sinergia.

Este Punto Estratégico propone la coadyuvancia de acciones que realizan las
Instituciones participantes para la formulacion de la Estrategia de Desarrollo y
considerando los tres ejes propuesto inicialmente (Figura 13.5).

Figura 13.5. Punto Estratégico 3 (PE3).Sinergia de las Instituciones participantes para
la formulacion de la Estrategia de Desarrollo.
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d) Punto Estratégico 4: Satisfaccion de requisitos de Inocuidad, Calidad y
Normatividad vigentes.

Para dar cumplimiento a la satisfaccion de estandares de Calidad y requisitos de
Inocuidad, se requieren efectuar analisis que determinen la composicion quimica e
identifiquen la microbiota presente en el fruto. Asimismo los resultados obtenidos
tendran que satisfactorios con los valores permisibles dispuestos en la normatividad
nacional e internacional vigentes.

Figura 13.6. Punto Estratégico 4 (PE4). Satisfaccion de requisitos de Inocuidad,
Calidad y Normatividad vigentes.

En esta investigacion los analisis bioquimicos se realizaron sobre diversas variedades de
fruto con diferentes estadios de maduracion y provenientes de distintos sistemas de
cultivo (CAPITULO VII). Los resultados obtenidos satisfacen los estandares de
composicion quimico-funcional y propiedades fisicoquimicas de acuerdo con lo
reportado en varias investigaciones, con los atributos hallados en el fruto cultivado en
Aquixtla permitiria acceder a mercados de Mayor Valor.

Sin embargo en los andlisis microbioldgicos realizados en suelo y fruto se identificaron
diversos géneros de enteropatdgenos que impiden dar cumplimiento con los requisitos
de inocuidad y disposiciones normativas vigentes, relacionadas con el consumo de
productos frescos (CAPITULO V y CAPITULO VI).

Por lo citado se propone un Programa de Monitoreo Sistematico como componente del
PE4, a los fines de mantener bajo control los requisitos y estandares. Este programa esta
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constituido por: muestreos, analisis y resultados; a partir de los cuales se formulen las
medidas correctivas necesarias (Figura 13.6).

Sistema Operativo de Comunicacion (TYP)

Finalmente para la eficacia funcional de la Estrategia de Desarrollo se considera un
sistema de comunicacion que proporcione la informacidn pertinente a cada interesado:
Instituciones, productores, trabajadores, compradores y proveedores. Se propone que
este sistema operativo se encuentre coordinado desde la Direccion de Desarrollo y
Fomento Municipal y se difunda a través de diferentes medios informativos (Figura

13.7).
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Asesoria
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Figura 13.7. Componentes y funciones del Sistema Operativo de Comunicacion

(TYP).
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XV. ANEXOS

ANEXO A

Figura 15.1A Instrumentos utilizados durante la Segunda Fase del Diagnostico con la
finalidad de identificar y seleccionar los sistemas de cultivo. A) Encuestas y entrevistas
con productores, B) recorridos de campo en invernaderos, C) y D) Talleres
participativos.
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ANEXO B
TALLER PARTICIPATIVO
TECNICA: LLUVIAS DE IDEAS

Objetivo: Identificar los principales problemas de los sistemas de produccion en
hidroponia y fertiirrigacion de jitomate, cultivado en el Municipio Aquixtla.

Durante los Talleres Participativos se establecid el didlogo con los productores y se
expusieron las problematicas y su relacion con los componentes de los sistemas de
produccion, considerando el siguiente cuadro:

Cuadro 15.1 A. Relaciéon de problematicas y componentes de los sistemas de
produccion de jitomate en los invernaderos, del Municipio de Aquixtla.

Sistema de Produccion Componentes Problematicas
Hidroponia Variedad de mayor
demanda
Sustrato
Plantula

Solucion Nutritiva
Temporadas de siembra y
cosecha
Asesoramiento
Fertiirrigacion Caracteristicas del Suelo
Tipo y frecuencia de riego
Aplicacion de fertilizantes
(organicos e inorganicos)
Rendimiento

Asi mismo se expusieron los siguientes aspectos como factores limitantes de la
produccion por sistema:

» Presencia de plagas y enfermedades
* Maleza

» Falta de variedades

¢ Rendimiento

* Condiciones de almacenamiento

e Comercializacion
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ANEXO III

CUESTIONARIO APLICADO A PRODUCTORES DE JITOMATE EN
INVERNADERO DEL MUNICIPIO DE AQUIXTLA

Objetivo: Identificar los sistemas de produccion utilizados por los agricultores de
jitomate en invernadero del municipio de Aquixtla, Puebla.

Nombre:

Comunidad:
Edad: Fecha:
I.- COMPONENTES DEL SISTEMA DE PRODUCCION

1.- ;Cuantos invernaderos tiene?

2.-;Cuadl es la superficie de cada uno ellos?
a)
b)
c)

3.-¢{Cuantas personas laboran en cada invernadero?

Mujeres:

Hombres:

4.-;Cuadl es la superficie total cultivada que usted tiene?
II.- MANEJO DE CULTIVOS:

1.- (En sus invernaderos qué tipo de tecnologia de produccion agricola utiliza?

a) Hidroponia
b) Suelo
¢) Ambos
d) Otro (especifique)

2.- (En caso de utilizar ambos tipos en que porcentaje utiliza hidroponia y en qué
porcentaje utiliza suelo?

a) Hidroponia
b) Suelo

3.- (Cuales son las razones por las que prefiere cultivar en hidroponia? (Seleccione una
0 mas respuestas)

a) Mayor rendimiento

b) Menos enfermedades y plagas

¢) Mejor precio de compra

d) Menores costos en el manejo de produccion

e) Mayor calidad del fruto
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3.1- ;Cuaéles son las razones por las que prefiere cultivar en suelo? (Seleccione una o
mas respuestas)

a) Mayor rendimiento

b) Menos enfermedades y plagas

¢) Mejor precio de compra

d) Menores costos en el manejo de produccion

e) Mayor calidad del fruto
4.- ;Cuanto tiempo lleva cultivando con ese tipo de sistema?
a) Hidroponia
b) Suelo

5.-{Cual otro tipo de tecnologia de produccion ha
utilizado?

6.- ¢/ Utiliza trasplante o semilla?

7.-{De donde proviene la semilla que utiliza?

8.- ; Trata la plantula con alguna sustancia antes del trasplante? Si( ) No( )

9.- (Qué tipo de sustancia utiliza?

10.- (Cuales son las temporadas de siembra durante el
ano?

11.- ;Cuales son los principales tipo de fruto que cultiva?
Bola
Saladette

12.- ;Cual es el sistema de riego que utiliza?

12.1 ;Cada cuanto riega?

13.- ;Cual es la distancia entre plantula en el invernadero?

14.- ;Utiliza abono organico? Si( ) No( )

15.- ;Qué tipo de abono utiliza?

Bovino ( ) Equino ( ) Lombricomposta ( )
Otros
16.- ;Fertiliza sus cultivos? Si ( ) No ( )

17.- (Queé tipo de fertilizante utiliza?

17.1.-;Cual es la formula de fertilizacion que aplica?

18.- ;En qué época de afo se aplica el fertilizante?

19.- ;Presenta plagas su cultivo? Si( ) No ( )

20.-,Qué tipo de plaga es la mas frecuente?

21.- {Qué tipo de plaguicida utiliza?
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22.-;En qué etapa del cultivo se presenta la plaga?

23.-; Presenta algun tipo de enfermedad su cultivo? Si ( )  No ( )

24.- (Qué tipo de producto utiliza para combatir las
enfermedades?

25.- ; Tiene problemas de maleza? Si () No ( )

26.- {Como controla la maleza?

27.- {Cudl es la temporada de cosecha?

28.- (Cual es el rendimiento aproximado de sus cosechas (Kg/has) para cada uno de sus
invernaderos?

a)
b)
©)

29.- ;Cual es la época del afio de mayor produccion?

30.- ;Cuantos cortes realiza?

31.- {Cuadles son los requisitos que toma en cuenta para la cosecha de los frutos?

a) Tamafio del fruto b) Coloracion c¢) Grado de madurez  d) Otro

(Especifique)

32.- Estos requisitos varian de acuerdo a las exigencias del mercado? SI( )No ( )

Condiciones:

33.-;Controla las condiciones ambientales (Temperatura, Humedad) de sus cultivos?
Si()No ()

34.-;Cémo controla las condiciones ambientales?

a) Ventilacion Manual b) Ventiladores ¢) Aire acondicionado d) Calefaccion

35.- (| Registra sus condiciones ambientales? Si ( ) No ( )

36.- ;Cada cuando registra sus condiciones ambientales?

Registro de T: Mensual( ) Semanal ( )  Diario ( ) Continuamente (
)
Registro de H: Mensual( ) Semanal ( )  Diario ( ) Continuamente (
)

37.- {Como almacena la cosecha?

38.- ;Controla las condiciones de almacenamiento?

39.-; Tiene problemas de plagas durante el almacenamiento?

40.-;, Tiene problemas de enfermedades durante el almacenamiento?

41.- ;Como combate las enfermedades y plagas durante el almacenamiento?
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III.- COMERCIALIZACION:

1.- ;Cuanto de su produccion se destina para autoconsumo y venta?

2.- ;Cudl es el precio de venta del jitomate?

Variedad 1: Precio
Variedad 2: Precio
Variedad 3: Precio

3.- ¢ A quién se lo vende?

4.- ;Qué ventajas tiene su producto con los de otros productores ?

IV.- ANALISIS FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS DE INSUMOS Y
FRUTO

1.- ¢Le han realizado algin tipo de analisis al agua utilizada para riego? Si( ) No

()

2.- (Qué tipo de analisis le han realizado?

3.- ¢Le han realizado algtn tipo de analisis al suelo? Si ( ) No ( )

4.- {Qué tipo de andlisis le han realizado?

5.-¢, Le han realizado algln tipo de analisis al jitomate? Si( ) No ( )
6.- Qué tipo de andlisis le han realizado?

a) Microbiolodgicos b) Contenido Nutricional

iMuchisimas gracias por su informacion!
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