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RESUMEN

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de la familia Solanaceae de
alto consumo a nivel mundial. Esta especie ha sido utilizada ampliamente para el
estudio de los frutos carnosos, siendo ademas un modelo interesante para
comprender el entrecruzamiento y regulacion de las vias de biosintesis de
tocoferoles, clorofilas y carotenoides. México se considera un centro de
diversificacion y domesticacion del jitomate, por lo que presenta genotipos de
distintas formas, colores y tamafios que han sido poco caracterizados a la fecha.
Dichos genotipos podrian ser consumidos directamente o incluidos en programas de
mejoramiento genético, no soOlo para rescatar compuestos funcionales como los
carotenoides y compuestos fendlicos, sino también para mejorar el sabor del
jitomate, ya que los consumidores han expresado numerosas quejas acerca del
sabor de las variedades comerciales. El objetivo del presente estudio fue evaluar en
cuatro genotipos nativos (rojo, naranja, amarillo y morado) y cuatro lineas
experimentales (rojo claro, naranja claro, amarillo verdoso y negro) de jitomate
(Solanum lycopersicum) con distinta coloracién, los parametros de calidad [(AT
(acidez titulable), SST (sélidos solubles totales), firmeza, pH, peso, pérdida de peso y
color), caracterizar la cuticula y la epidermis, asi como la expresion de PGA
(poligalacturonasa), el contenido de azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa), de
acidos organicos (malico y citrico)], la calidad sensorial [volatiles derivados de
carotenoides (B-ciclocitral, geranilacetona, damascenona, B-ionona y 6-metil-5-
hepten-2-ona) y la preferencia de consumidores (sabor y aroma)], la capacidad
antioxidante (ABTS, DPPH y CUPRAC), contenido de antioxidantes (vitamina C,
vitamina E (tocoferoles a, B, & y y), polifenoles totales, flavonoides totales,
antocianinas), clorofilas a y b, y la expresion de genes asociados a la pigmentacion
del fruto (PSY-1, PSY-2, LYC-B, CYC-B, HPPD, DXS, GGDR, VTE-2, VTE-5) asi
como factores de transcripcion relacionados (NAC-1, NAC-4, NAC-5, NAC-7 y NAC-



9). Los genotipos rojos presentaron mayor contenido de licopeno y B-caroteno y de
los volatiles damascenona, B-ciclocitral y B-ionona, asi como mayor capacidad
antioxidante lipofilica, mayor expresion de PSY-1 y CYC-B y una alta preferencia por
parte de los consumidores. El genotipo amarillo presentd mayor contenido de
polifenoles totales, mayor capacidad antioxidante hidrofilica, y una mayor expresion
de PSY-2, LCY-B, VTE-5 y GGDR. El contenido de vitamina C fue mayor en los
genotipos nativos rojo y naranja. Por otro lado, los genotipos naranjas (naranja nativo
y naranja claro hibrido) presentaron mayor contenido de azlcares y acidos
organicos, mayor contenido de tocoferoles, una mayor expresion de VTE-2 DXS y
HPPD y una alta preferencia por parte de los consumidores. La linea experimental
amarillo verdosa se caracteriz6 por su mayor firmeza, asociada a una menor
expresion de PGA. Los genotipos negro y morado presentaron los mayores
contenidos de clorofilas y antocianinas, por lo cual se sugiere que su coloracion se
asocia a la combinacién de dichos pigmentos. El genotipo negro presento la menor
pérdida de peso de los genotipos tipo cereza, cuya disminucion fue asociada a un
menor diametro de la cicatriz del pedunculo, fue percibido como el genotipo mas
fresco, y se ubico cercano al jitomate ideal a pesar de su coloracién inusual. Ademas,
se observaron diferencias importantes en el andlisis histolégico, entre genotipos
nativos y lineas experimentales, ya que los genotipos nativos presentaron células
epidérmicas irregulares y una superficie mas rugosa, asi como una epidermis mas
gruesa y clavijas anticlinales mas prolongadas al ser comparados con las lineas
experimentales. Por Ultimo, la expresion de los genes que codifican para factores de
transcripcion NAC fue mayor en los genotipos nativos, confirmando su participacion
en respuestas a estrés, ya que estos genotipos al cultivarse a cielo abierto estan
expuestos continuamente a cambios ambientales, mientras que NAC-1 y NAC-4 se
asociaron a la coloracion. Por el alto agrado por parte de los consumidores y
contenidos elevados de carotenoides y tocoferoles se recomienda el consumo directo
de los genotipos rojo, rojo claro, naranja, naranja claro y negro evaluados en este
estudio, asi como su inclusién en programas de mejoramiento orientados a mejorar

el sabor y contenidos de antioxidantes de variedades comerciales. Adicionalmente se



recomienda la inclusion de los genotipos amarillo y amarillo claro en programas de
mejoramiento genético orientados a aumentar los contenidos de polifenoles y

firmeza, respectivamente.

RESUMEN EN INGLES

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most consumed vegetable crop
throughout the world and belongs to family Solanaceae. This species has been widely
used for the study of fleshy fruits and is also an interesting model to understand the
cross-linking and regulation of the biosynthesis pathways of tocopherols, chlorophylls
and carotenoids. Mexico is considered a center of diversification and domestication of
tomato and is a source of genotypes of different shapes, colors and sizes that have
been little characterized to date. These genotypes could be consumed either directly
or included in breeding programs aiming to rescue functional compounds such as
carotenoids and polyphenols, as well as to improve flavor. Although tomato flavor has
not been a major goal for breeders, nowadays it becomes important as it is a subject
of consumer complaint. The present study aimed at evaluating quality parameters
[(TA (titratable acidity), TSS (total soluble solids), firmness, pH, weight, weight loss
and color), characterizing the cuticle and epidermis, as well as the expression of PGA
(polygalacturonase), sugar (sucrose, glucose and fructose) and organic acid content
(malic and citric)], sensory quality [carotenoid-derived volatiles (B-cyclocitral,
geranylacetone, damascenone, [-ionone and 6-methyl-5-hepten-2-one) and
consumer preference (flavor and aroma)], antioxidant capacity (ABTS, DPPH and
CUPRAC), antioxidant content (vitamin C, vitamin E (tocopherols a, 3, d and y), total
polyphenols, total flavonoids and anthocyanins), chlorophylls a and b and the
expression of genes associated with fruit pigmentation (PSY-1, PSY-2, LYC-B, CYC -
B, HPPD, DXS, GGDR, VTE-2, VTE-5) as well as related transcription factors (NAC-
1, NAC-4, NAC-5, NAC-7 and NAC-9) in four native genotypes (red, orange, yellow

and purple) and four experimental lines (light red, light orange, chartreuse yellow and



black) of tomato (Solanum lycopersicum) with different color. The red genotypes
showed higher contents of lycopene and (-carotene and of the volatiles
damascenone, B-cyclocitral and B-ionone, as well as greater lipophilic antioxidant
capacity, higher expression of PSY-1 and CYC-B and high consumer preference. The
yellow genotype showed higher total polyphenol contents, higher hydrophilic
antioxidant capacity, and higher expression of PSY-2, LCY-B, VTE-5 and GGDR. The
content of vitamin C was higher in the native red and orange genotypes. On the other
hand, the orange genotypes (native orange and light orange hybrid) had higher sugar
and organic acid contents, as well as higher content of tocopherols, higher expression
of VTE-2 DXS and HPPD and high consumer preference. The chartreuse yellow
experimental line was characterized by its greater firmness and associated with lower
PGA expression. The black and purple genotypes showed the highest levels of
chlorophylls and anthocyanins. It is therefore suggested that the coloration of these
genotypes is a result of the combination of such pigments. The black genotype had
the slowest weight loss among the cherry type genotypes. This parameter was
associated with a smaller peduncle scar. This genotype was also perceived as the
most fresh by consumers and was located close to the ideal tomato despite its
unusual coloration. In addition, important differences were observed in the histological
analysis between native genotypes and experimental lines, since native genotypes
showed irregular epidermal cells and a rougher surface, as well as a thicker
epidermis and longer anticlinal pegs when compared with experimental lines. Finally,
the expression of NAC transcription factors was higher in the native genotypes,
confirming their participation in stress responses. A reason could be due to the
constant exposition of these genotypes to environmental changes. Due to the high
consumer ratings and high levels of carotenoids and tocopherols, the direct
consumption of the red, light red, orange, light orange and black genotypes is
recommended, as well as their inclusion in breeding programs aimed at improving the
taste and antioxidant levels of commercial varieties. Additionally, the inclusion of the
yellow and chartreuse yellow genotypes in genetic improvement programs aimed at

increasing polyphenol levels and firmness, respectively, is highly recommended.



INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una hortaliza de la familia Solanaceae
cuyos frutos son altamente demandados y cultivados a nivel mundial y nacional,
constituyendo una de las mayores agroindustrias en el ambito alimentario. Su alto
consumo se atribuye a su versatilidad de uso, sus propiedades nutrimentales, y su
sabor caracteristico. El jitomate se origind probablemente en la region andina de
Perud, sin embargo, México se considera un importante centro de diversificacion y
domesticacién del jitomate, presentando una amplia gama de poblaciones de
diferente color, forma y tamafio. La maduracion de consumo del fruto de jitomate
involucra una serie de cambios que lo hacen mas apetecible, entre los que se
encuentran cambios de textura (ablandamiento), cambios en el color (verde a rojo en
los frutos comerciales), disminucion de la acidez, aumento de azlcares y produccion
de volatiles del aroma. El desarrollo de la pigmentacién roja es una de las
caracteristicas mas reconocibles en la maduracion de este fruto, siendo los
carotenoides los responsables de esta coloracion. Los principales carotenoides que
se acumulan en los jitomates maduros son el licopeno (~90%), B-caroteno (5-10%) y
luteina (1-5%) con concentraciones traza de otros carotenoides; dichos pigmentos
son biosintetizados mediante la ruta metabdlica de los isoprenoides, en la cual la
regulacion es llevada a cabo por tres enzimas conocidas: 1-desoxi-d-xilulosa-5-
fosfato sintasa (DXS), fitoeno sintasa (PSY) y licopeno ciclasa (LCY). Aunque de
manera tradicional la calidad del fruto se basa en caracteristicas fisicas y visuales
externas, cada dia es mas frecuente que los consumidores exijan productos con una

mayor calidad en el aroma, sabor y contenido de compuestos funcionales. En



relacion al aroma se han determinado mas de 400 compuestos volétiles en el
jitomate, incluyendo monoterpenos, fenoles, norisoprenos, y productos derivados de
lipidos. No obstante, sélo un nimero reducido de estos volatiles producen el aroma
que caracteriza al fruto, estos compuestos han sido clasificados en seis grupos de
acuerdo a su biosintesis: los que derivan de lipidos, de carotenoides, de
aminoacidos, de carbohidratos, de terpenoides y de ligninas. El andlisis sensorial es
un método reglamentado que permite evaluar las caracteristicas organolépticas de
calidad del fruto, pudiendo realizarse por jueces expertos o por consumidores.
Recientemente se han reportado estudios que confirman la relevancia de los volétiles
del aroma derivados de carotenoides, en particular los jitomates con contenidos
elevados de p-ionona y p-ciclocitral tienden a recibir altas evaluaciones de
aceptabilidad del sabor. Por otra parte, pequefios cambios en el contenido de dichos
compuestos pueden afectar el aroma y por consiguiente el sabor del jitomate, lo cual
limita su vida postcosecha, es por ello que este fruto es clasificado como altamente
perecedero. Ademas, debido a su elevado metabolismo, presenta una intensa
actividad respiratoria y un alto contenido de agua (94%) que lo hace altamente

sensible a pérdidas de peso y problemas de marchitamiento.

En este trabajo se pretende profundizar en el conocimiento del efecto del contenido
de carotenoides en la capacidad antioxidante y de los volatiles del aroma derivados
de carotenoides, en la preferencia del sabor de jitomates evaluados por un panel de
consumidores, asi como la expresion de algunos de los genes de la via de
biosintesis de carotenoides y tocoferoles y en la preferencia del sabor de jitomates
evaluados por un panel de consumidores, usando como modelo frutos de jitomate de

genotipos nativos y lineas experimentales con distinta coloracion.



1.0 ANTECEDENTES
1.1 Importancia del jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie herbacea de la familia
Solanaceae, la cual comprende varios taxa diferenciados, distribuidos ampliamente
en el mundo, abarcando desde los tropicos hasta cerca del circulo polar &rtico
(Socaci et al., 2014). Es ademas el fruto mas consumido en el mundo, seguido por el
meldn y el platano. Su produccién incrementa afio con afio, alcanzando en México el
lugar ndmero 10, con una produccion del 2.2 % del volumen total mundial. Los
principales paises productores son China (30.8%), India (11%), Estados Unidos
(8.5%), Turquia (8.9%) e India, y la produccién ha aumentado hasta en un 26% entre
los afios 2000 a 2014 debido a la introduccion de nuevas variedades, la adopcion de
mejores practicas culturales como la agricultura protegida, el uso de fertilizantes y el
control de plagas. En México, se reporta una produccion de 3.5 millones de
toneladas para el afio 2014 en una superficie de 95, 207 hectareas. Las principales
variedades producidas en México son el jitomate rojo de tipo saladette, cereza y bola
y el estado de Sinaloa produce el 40% de la produccién nacional. México esta entre
los principales exportadores de jitomate en fresco, su cultivo representa una de las
fuentes de empleo rural mas importantes en el pais, y presenta un continuo
crecimiento desde el afio 2000 (Grandillo et al., 1999; FAOSTAT, 2014).

Su alto consumo se atribuye a su versatilidad de uso (fresco o procesado), sus
propiedades nutrimentales, y su sabor caracteristico. Esta presente en gran cantidad
de presentaciones, ya que como se mencion6 anteriormente, puede ser procesado
solo o incorporado a varios alimentos para ser posteriormente enlatado, congelado,
preservado o deshidratado (Hobson y Grierson, 1993; Sinesio et al., 2010; Davila-
Avifia et al.,, 2011). Ademas, al haberse adaptado su cultivo a condiciones de
invernadero, es posible encontrar jitomate fresco todo el afio (Kole., 2007). Los frutos
de jitomate representan una fuente importante de vitaminas Bl, B2, B5, C y E,

ademas de tener un alto contenido de folato, de minerales como el potasio y distintos



antioxidantes como los carotenoides, en particular el licopeno, reconocido como
importante para la salud humana por sus propiedades antiinflamatorias,
antialergénicas, antitrombaticas y su capacidad para prevenir ciertos tipos de cancer,
en particular el de préstata (Giovannuci, 1999; Bramley, 2000; Leonardi et al., 2000;
Kuskoski et al., 2005; Ellinger et al., 2006; Viuda-Martos et al., 2014). La capacidad
antioxidante de los frutos de jitomate depende de la variedad, la regién de produccion
y la época de cosecha, por lo que resulta importante estudiar las poblaciones nativas
y comerciales cultivadas en México para conocer sus efectos en la salud, asi como

sus caracteristicas sensoriales y su composicion de volatiles.

1.2 Diversidad en México

El jitomate tuvo probablemente su origen en la region andina de Colombia, Chile,
Perd, Argentina y Bolivia, sin embargo se considera que su domesticacion ocurrié en
México (Figura 1). Ademas, es considerado una contribuciébn de México para el
mundo, ya que fue el primer producto agricola en ser exportado del centro del pais a
Europa (Saavedra et al.,, 2017) (Figura 1). Como centro de diversificacion y
domesticaciéon, México ofrece una amplia gama de genotipos que exhiben diferencias
importantes en tamafios, colores y aromas. A pesar de que la diversidad genética del
jitomate en México ha sido poco estudiada, se reporta que la mayor diversidad se
encuentra en Puebla, Veracruz y Oaxaca. En estos estados se cultivan genotipos
nativos para comercio local, conocidos como “ojo de venado”, “cereza’, y
“arrifionado”. Los genotipos nativos son una de las principales fuentes de
germoplasma para programas de mejoramiento genético, ya que por cultivarse a
“cielo abierto”, han desarrollado caracteristicas que les permiten sobrevivir a
condiciones ambientales adversas. Ademas de diversas formas y tamafios, también
presentan diversos patrones de coloracion (Bonilla-Barrientos et al., 2014; de los
Angeles Martinez-Vazquez et al., 2017). Marin-Montes y colaboradores (2016)

estudiaron la diversidad genética de 55 variedades locales de Puebla y Oaxaca,



encontrando una amplia diversidad entre poblaciones. Estos resultados son
importantes, ya que se reporta que el jitomate ha perdido variabilidad genética
durante el proceso de domesticacion. So6lo 5% o menos de la variabilidad genética
total de la especie se encuentra presente en el jitomate comercial (Rodriguez et al.,
2013).

Centro de
domesticacion
y diversificacion

Centro de origen

Figura 1. Mapa indicando los sitios de cultivo de jitomate (verde), el centro de origen
(rojo) y el centro de domesticacién y diversificacion (circulo negro).

1.3 Caracteristicas generales del jitomate

El jitomate es una planta perenne cultivada de manera anual o bienal. Su tamafio
puede diferir dependiendo de la variedad, pero suele alcanzar hasta 3 m de altura y
sus hojas, con 5 a 9 foliolos de margenes serrados, suelen tener dimensiones de 10
a 25 cm de largo. Su tallo es débil, pudiendo desarrollarse de forma rastrera,
semierecta o erecta. Las flores del jitomate son amarillas, miden de 1 a 2 cm, con

cinco lobulos en la corola y crecen en racimos de 3 a 12 flores (Rick, 1978).
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El fruto del jitomate es una baya jugosa, de forma globosa o alargada con un
diametro de 1 a 2 cm en las plantas silvestres (por ejemplo, en el jitomate tipo
cereza) y es mucho mas grande en las variedades cultivadas, alcanzando en algunos
casos mas de 10 cm. Los frutos de las variedades que mas ampliamente se
comercializan en el mundo tienen entre 5y 6 cm de didmetro. La mayoria de los
cultivares producen frutos rojos, pero algunos producen frutos de color amarillo,
purpura, rayados e incluso negros (Rick, 1978). El cuerpo del fruto se desarrolla a
partir de la pared del ovario y es reconocido como el pericarpio, esta formado de
paredes externas, radiales e internas. Estas paredes forman l6culos o cavidades en
el pericarpio, que contienen las semillas embebidas en un tejido parenquimatoso de
apariencia gelatinosa que se origina a partir de la placenta. Ademas, el niumero de

I6culos es variable y caracteristico de cada variedad (Hobson y Davies 1980).

1.4 Maduracion del jitomate

La maduracion del fruto es un proceso fuertemente regulado que coincide con la
maduracion de la semilla. Involucra la interaccion de numerosas hormonas
vegetales, factores del crecimiento y multiples factores biolégicos y ambientales con
regulacion génica y epigenética. El jitomate ha sido utilizado ampliamente como
modelo para el estudio de la maduracién, ya que presenta multiples ventajas, como
la disponibilidad de mutantes de la maduracion bien caracterizadas, genoma de
tamafo reducido y completamente secuenciado, técnicas de transformacion estable
y un ciclo de vida corto (Ma et al., 2014). Durante la fase de maduracién, ocurren
cambios bioquimicos y moleculares que llevan a cambios fenotipicos, incluyendo
cambios en la coloracién, ablandamiento y la generacion de compuestos volatiles del
aroma (Figura 2); los procesos quimicos asociados a la maduracion requieren
cambios en la expresion de cientos de genes, e incluso se ha reportado que ocurren
cambios epigenéticos durante dicho proceso (Obando-Ulloa, 2008; Birtic et al., 2009;

Muna et al., 2013; Cherian et al., 2014). La maduracion del fruto ha sido clasificada
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como un proceso oxidativo, por lo cual el control de las especies reactivas de
oxigeno por antioxidantes mitocondriales juega un papel muy importante en el
desarrollo del fruto. Por consiguiente, puede decirse que el proceso de maduracion
se encuentra regulado por el estado oxidativo celular (L6épez-Vidal et al., 2015). El
jitomate, al igual que el aguacate, platano, mango y los demés frutos climatéricos,
muestra un aumento de la biosintesis de etileno y un incremento en la respiracion
durante su maduracion. El etileno es una hormona vegetal que esta involucrada en la
integracion de sefiales de desarrollo, participando en diversos procesos como la
germinacion de las semillas, la maduracién de los frutos, la abscision, la

senescencia, asi como en respuestas a distintos tipos de estrés (Klee, 2002).

Los frutos han evolucionado para permitir el desarrollo 6ptimo de la semilla en una
estructura protectora. Las estrategias de dispersion pueden dividirse en dos grupos:
métodos de dispersion “pasivos” llevados a cabo por los frutos secos que
simplemente caen y liberan sus semillas en la proximidad inmediata a la planta
parental, y métodos de dispersion en asociacion con animales, principalmente aves y
mamiferos; esta estrategia de dispersion consiste en producir frutas carnosas,
suculentas y atractivas para los animales que las consumen, facilitando asi la
dispersién de las semillas, como es el caso del jitomate. Aunque la maduracién es un
proceso analogo en frutos secos y carnosos, los procesos especificos que ocurren
en los frutos carnosos no son analogos en los frutos secos (Klee y Giovannoni, 2011,
GOmez et al., 2014). El color del jitomate cambia de verde a rojo durante la
maduracién, ya que la clorofila se degrada y se acumulan carotenoides, en particular
el licopeno, que da a los frutos su color rojo caracteristico. De igual forma, se
producen cambios en la textura, dando como resultado el ablandamiento de los
frutos, lo que ocurre cuando las paredes celulares se modifican y desensamblan
parcialmente por accibn de enzimas como la poligalacturonasa y la
pectinmetilesterasa. Ademas, se desarrolla el sabor caracteristico del fruto, debido al
incremento de algunos compuestos volatiles y a la alteracion del balance azucar-

acido (Alexander y Grierson, 2002).
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Figura 2. Cambios de coloracion y tamafio en el jitomate durante el proceso de

desarrollo, incluyendo la maduracién (Zhong et al., 2013).

Los frutos de jitomate maduros de buena calidad tienen en promedio de 92.5 a 95%
de contenido de humedad, y los azlcares libres que contienen son
predominantemente glucosa y fructosa, la cantidad de sacarosa es muy baja y
raramente excede el 0.1% del peso seco. Los polisacaridos mas abundantes son las
pectinas, los arabinogalactanos, los xilanos y los arabinoxilanos. Los niveles de
almidén son abundantes en el jitomate inmaduro y disminuyen en los frutos maduros
(Hobson y Davies, 1980).

1.5. Parametros de calidad del jitomate

La calidad del fruto se define como el conjunto de cualidades o propiedades
que caracterizan al producto y depende tanto de su desarrollo precosecha,
incluyendo los cambios en color, sabor, y textura, mientras el fruto crece y madura,
como su mantenimiento después de la cosecha. Tradicionalmente, la calidad del
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jitomate se basa en caracteristicas fisicas y visuales externas, siendo la apariencia y
la textura los principales atributos que determinan su valor comercial. Dichos
atributos se basan en caracteristicas de color, tamafio, forma, firmeza, uniformidad y
ausencia de defectos fisicos, dejando fuera de esta seleccion al sabor (Nuez, 1995).
Ademas, se considera que el jitomate ideal debe tener un color uniforme, asi como
una firmeza y suculencia éptimas (Suslow y Cantwell, 2006).Sin embargo, cada dia
es mas frecuente que los consumidores exijan productos con una mayor calidad en
el sabor (gusto y aroma), valor nutricional, compuestos funcionales e inocuidad (que
los productos hortofruticolas lleguen al consumidor libres de contaminacion fisica,
qguimica y microbiologica) (Bruhn et al., 1991; Baldwin et al., 2000; Baldwin et al.,
2004; Sinesio et al., 2010). Uno de los principales retos de la investigacion de frutas y
hortalizas, es prestar mas atenciéon al sabor, a la calidad nutricional y contenido de
compuestos funcionales, lo cual permitira obtener productos con calidad 6ptima
(Kader, 2008).

1.5.1 Firmezay epidermis

Debido a su elevado metabolismo, el jitomate se clasifica como un producto
altamente perecedero, lo cual limita su vida postcosecha. Ademas, presenta una
intensa actividad respiratoria y un alto contenido de agua (94%) que lo hace
altamente sensible a pérdidas de peso y problemas de marchitamiento; también son
propensos al efecto de la accion del etileno, al ataque de microorganismos y a dafios

mecanicos (Damasceno et al., 2003; Artés y Artés, 2004).

La epidermis y la cuticula son esenciales para el mantenimiento de la firmeza y para
evitar la pérdida de peso acelerada. La epidermis estd compuesta por una capa
simple de células con paredes gruesas que se adhieren firmemente entre si para
formar una barrera entre el fruto y el ambiente externo. Se encuentra cubierta por la
cuticula, una capa protectora externa (Dominguez et al., 2012, Heredia et al., 2015).

La cuticula tiene una morfologia y anatomia heterogéneas, estando compuesta por
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cutina (40%-80%) y acidos grasos. En el jitomate se ha reportado un grosor de 0.66—
4.40 um, siendo la poligalacturonasa (PGA) la principal enzima que altera la textura y
la firmeza debido a la degradacion de los componentes estructurales necesarios para
reforzar la pared celular (Brummell et al., 2004; Martin y Rose., 2014). Las pérdidas
en firmeza se producen durante las primeras etapas de la vida postcosecha del fruto
debido a la disolucion de la pectina, la despolimerizacion y solubilizacion de
hemicelulosa y polisacaridos pécticos de la pared primaria, pared secundaria y
lamina media, que ocasiona la ruptura de la pared celular (Bourgault y Bewley, 2002;
Chaib et al., 2007).

1.5.2 Componentes del sabor del jitomate

El sabor es el resultado de la percepcion combinada del gusto y el aroma. El sabor
caracteristico del jitomate esta dado tanto por la percepcibn por receptores
localizados en la lengua (gusto) de compuestos como azucares (glucosa y fructosa) y
acidos organicos (citrato, malato y glutamato), como por la percepciéon del aroma en
el epitelio olfatorio nasal de multiples compuestos volatiles. La percepcién del sabor
puede verse afectada por diversos factores durante la masticacion del alimento, tales
como la temperatura del mismo, la temperatura de la boca, la viscosidad y la textura,
sin embargo, los compuestos volatiles también pueden afectar la percepcion de la
dulzura (Yilmaz, 2001; Tieman et al., 2012).

El contenido de acidos y azucares del jitomate es un factor que influye altamente en
la aceptabilidad de los consumidores (Baldwin et al., 2000). Por otra parte, el aroma
es una de las caracteristicas mas apreciadas del fruto, ya que juega un papel muy
importante en la determinacion de la percepcion y aceptabilidad de los productos por
el consumidor. Como se mencioné anteriormente, esta dado por combinaciones
Unicas de varios compuestos volatiles (aquéllos que se convierten facilmente en
vapores 0 gases), cuya composicion es especifica de la especie y variedad. Todas

las plantas son capaces de emitir compuestos organicos volatiles y el contenido y la
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composicién de estas moléculas muestra gran variacion. Los cambios en los niveles
de los compuestos volatiles de jitomate, pueden afectar facilmente el aroma y por
consiguiente el sabor de los frutos (Thomson, 1987; Kuentzel y Bahri, 1990; Sanz et
al., 1997; Maul et al., 2000; Schwab et al., 2008; Muna et al., 2013).

1.5.2.1 Volatiles relevantes en el aroma de jitomate

A pesar de que los frutos suelen compartir caracteristicas de aroma, cada uno tiene
un aroma distintivo en funcion de la proporcion de volatiles clave y la presencia o
ausencia de compuestos unicos (Kuentzel y Bahri, 1990; Tucker, 1993; Tandon et al.,
2003). Uno de los grupos mas importantes de compuestos aromaticos son los
monoterpenos, constituyentes clave del aroma de flores y frutos (Croteau et al.,
2000). Los compuestos aromaticos llamados apocarotenoides derivan de la
descomposicion de los pigmentos carotenoides (Giuliano et al., 1993; Wahlberg,
2002; Baldermann et al., 2004).

Se han determinado méas de 400 compuestos volatiles en el jitomate, sin embargo
s6lo un nimero reducido de éstos produce el aroma que lo caracteriza (Lewinsohn et
al., 2005). Los compuestos volatiles incluyen monoterpenos, fenoles, norisoprenos, y
productos derivados de lipidos (Petro-Turza, 1987; Baldwin et al., 2000). Los ésteres
no juegan un papel importante en la preferencia del aroma en el jitomate maduro, a
diferencia de la mayoria de los frutos, como el platano, la fresa y el mel6n
(Lewinsohn et al., 2005).

La generacién de compuestos volatiles en el jitomate ocurre mediante la participacion
de enzimas y sustratos dependientes del estado de madurez del fruto, los cuales a
traves de diferentes vias metabolicas conducen a la biosintesis de estos
compuestos. La produccion de volatiles es afectada por condiciones celulares como:
la disponibilidad de los substratos y la actividad de las enzimas involucradas

(Schwab et al., 2008). De acuerdo a su biosintesis, los volatiles del aroma del
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jitomate han sido clasificados en varios grupos: los que derivan de lipidos, de
carotenoides (de cadena abierta o ciclicos), de aminoacidos, de carbohidratos, de
fenilpropanoides, de terpenoides y los derivados de ligninas (Tikunov et al. 2005;
Socaci et al., 2014).

Los compuestos volatiles responsables del sabor del jitomate incluyen: aldehidos
insaturados de cadena corta, alcoholes (C3-C6), cetonas y ésteres (Tikunov et al.,
2005; Davila-Avifa et al., 2011). Su biogénesis ocurre durante la maduracion y se
incrementa en el pico climatérico. Los aromas tipicos del jitomate durante su
maduracién en campo son atribuidos en 58 % a ésteres y alcoholes de cadena larga,
32 % a cetonas y aldehidos y 10 % a alcoholes de cadena corta (Eskin, 1979; Davila-
Avifia et al., 2011).

Especificamente, se ha reportado que los siguientes volatiles son particularmente
relevantes en la percepcion del aroma del jitomate: cis-3-hexenal, hexanal, trans-2-
hexenal, hexanol, cis-3-hexenol, 2-isobutiltiazol, 6-metil-5-hepten-2-ona,
geranilacetona, feniletanol, B-ionona, 1-penten-3-ona, 3 -metilbutanol, 3-metilbutanal,
2-pentenal, B-damascenona, B-ciclocitral, entre otros (Buttery y Ling, 1993; Malundo
et al., 1995). A pesar de la relevancia de estos compuestos volatiles, los compuestos
percibidos por el consumidor difieren de los compuestos encontrados en el fruto
intacto, ya que durante la masticaciébn se rompen los tejidos y quedan expuestos
sustratos y enzimas que conducen a una rapida generacion de compuestos volatiles
en la boca (Piggott y Schaschke, 2001; Davila-Avifia et al., 2011).

En trabajos previos del grupo de la Dra. Laura Pérez-Flores se ha analizado el efecto
del almacenamiento refrigerado en el aroma de frutos de jitomate. En el trabajo de
Diaz de Leon-Sanchez y colaboradores (2009) se estudio el efecto del
almacenamiento a dos temperaturas (10 °C y 20 °C) en el perfil de volatiles del
aroma. Se analizaron principalmente volatiles derivados de lipidos y aminoacidos. A
partir de los seis dias de almacenamiento refrigerado, se encontré un aumento en la

relacion aldehido/ alcohol, la cual es resultado de la disminucion en la actividad de la

17



enzima alcohol deshidrogenasa. Las modificaciones en el perfil de volatiles del
aroma se reflejaron en la percepcion por un panel de jueces entrenados, los cuales
reportaron un aumento en los descriptores “humedad-solvente” y “medicinal’, asi
como una disminucion en el descriptor té limén. En el estudio de Ponce-Valadez y
colaboradores (2015) se evaluo el efecto del almacenamiento de frutos de jitomate a
10 °C, 12.5°Cy 20 °C en los volatiles C6 y 3-metilbutanol. Se encontré al igual que a
dicha temperatura ocurre una disminucién general en los niveles de volatiles del
aroma, sin embargo, los resultados del andlisis sensorial sugieren que los frutos
almacenados a 10 °C fueron los menos preferidos por los consumidores, mientras
que no se detectaron diferencias entre los frutos almacenados a 12.5 y 20 °C. Los
autores concluyen que el almacenamiento a 12.5 °C mantiene una mejor calidad

sensorial que a 10 °C.

1.5.2.2 Volétiles derivados de carotenoides

Los carotenoides del jitomate, ademas de ser relevantes por dar coloracion al fruto y
tener efectos antioxidantes, son precursores de diversos volatiles de impacto del

aroma.

El licopeno, el principal pigmento en la sandia y el jitomate, da lugar a un gran
namero de compuestos volatiles. Aquellas variedades de jitomate y sandia cuyos
colores van de amarillo a naranja o rosa, difieren notablemente en su perfil de
carotenoides. Estas diferencias estan acompafiadas por variaciones en la
composicion de terpenoides volatiles y por lo tanto en su sabor (Lewinsohn et al.,
2005 (a)). Los volétiles del aroma del jitomate, 6-metil-5-hepten-2-ona vy
geranilacetona son resultado del rompimiento oxidativo de carotenoides aciclicos (de
cadena abierta), siendo el primero derivado del licopeno y el segundo del {-caroteno.
De manera similar, la a-ionona, la B-ionona y la B-damascenona son productos del

rompimiento oxidativo de los carotenoides ciclicos (B-caroteno) y al parecer de otros
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terpenoides que pueden existir en el tejido vegetal enlazados a carbohidratos
(Canoles et al., 2005; Davila-Avifia et al., 2011).

Los compuestos derivados de carotenoides se caracterizan por aportar un aroma
frutal o floral y se pueden detectar aun cuando se encuentran en concentraciones
bajas, por lo que se consideran volatiles de impacto en la percepcion del aroma de
jitomate. Las cetonas Cj;3, como la [B-ionona y [(-damascenona pueden ser
detectadas ortonasalmente a concentraciones de 0.007 nl I* y 0.002 nl I
respectivamente (Baldwin et al., 2008; Rambla et al., 2014). Se ha encontrado que el
contenido de volatiles derivados de carotenoides como 3-damascenona y B-ciclocitral
tienden a recibir valores mayores de aceptabilidad por los consumidores, mientras
gue niveles elevados de metilsalicilato y guayacol muestran un efecto negativo en la
preferencia de los consumidores (Lewinsohn et al. 2005; Vogel et al. 2010; Snyder et
al., 2012). Ademas, los volatiles derivados de carotenoides de cadena abierta como
6-metil-5-hepten-2-ona, estan también correlacionados con la aceptacioén positiva de
este fruto (Lewinsohn et al., 2005; Rambla et al., 2014). Adicionalmente se ha
reportado que una reduccidon en la concentracibn de volatiles derivados de
carotenoides, principalmente ciclicos, afecta negativamente el sabor del jitomate, el
cual varia en jitomates de colores amarillo, naranja o rosa que difieren notablemente
en su perfil de carotenoides y en la composicién de volatiles del aroma (Lewinsohn et
al., 2005; Vogel et al., 2010; Davila-Avifa et al., 2011).

1.5.2.3 Enzimas clave en la biosintesis de volatiles del aroma del jitomate

Entre las enzimas de mayor importancia en la sintesis de volatiles del aroma se
encuentran la lipoxigenasa (LOX), hidroperoxido-liasa (HPL) y alcohol
deshidrogenasa (ADH), presentes en la oxidacion de lipidos; asi como la
aminotransferasa, descarboxilasa y ADH, relacionadas con la biosintesis de volatiles

derivados de aminoacidos (Peach et al., 2008).
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En el jitomate, las dioxigenasas de escision de carotenoides (CCD) LeCCD1A y
LeCCD1B estan involucradas en la biosintesis de algunos volatiles derivados de
carotenoides producidos en el fruto. Se ha encontrado que participan en la escision
de carotenoides ciclicos y lineales, produciendo volatiles como -ionona,
geranilacetona y pseudo-ionona. Estas enzimas estan presentes en el citoplasma, y
muestran una amplia especificidad por el sustrato, sin embargo, se encuentran
ausentes en los plastidos, en los cuales se acumulan los carotenoides. Esta
reportado que el gen LeCCD1B presenta una mayor expresion en frutos maduros,
coincidiendo con el mayor contenido de carotenoides (Simkin et al., 2004; Rambla et
al., 2014).

1.6 Anélisis sensorial

El andlisis sensorial es un método empleado para evaluar parametros de calidad en
diversos productos alimenticios; involucra la medicién, cuantificacion e interpretacion
de las caracteristicas sensoriales de los alimentos a través del uso de seres
humanos que actlan como jueces o0 consumidores potenciales (Heintz y Kader,
1983). Este método es considerado el méas adecuado para el estudio de
caracteristicas organolépticas de calidad, que han sido asociadas con
cuantificaciones fisicoquimicas de los voléatiles del aroma, asi como con el contenido

de sélidos solubles totales (SST) y acidos organicos (Causse et al., 2002).

Mientras las pruebas fisicoquimicas proporcionan informacion especifica acerca de la
composicién y la naturaleza fisica y quimica del producto, la evaluacion sensorial
permite analizar diversos parametros de manera integral. De esta manera, los
resultados permiten identificar la relacion entre las propiedades quimicas de un
producto y sus cualidades sensoriales. La evaluacién sensorial permite ademas
determinar el impacto de diferentes variables sobre la calidad sensorial del producto
(Heintz y Kader, 1983; Piggott et al., 1998; Diaz de Ledn-Sanchez et al., 2009).
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1.7 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion. Sus
efectos se atribuyen a la inhibicion de los dafios que causan las especies reactivas
de oxigeno producidas en el metabolismo aerobio (Clinton, 1998; Crozier et al.,
2009). La capacidad antioxidante suele cuantificarse en el extracto total o por
separado en la fraccion hidrofilica y lipofilica. En el jitomate, los antioxidantes
lipofilicos son principalmente los carotenoides y la vitamina E (tocoferoles), mientras
que los hidrofilicos son la vitamina C y los compuestos fendlicos, los cuales incluyen
entre otros a los flavonoides y éstos a su vez a las antocianinas (Pineda et al., 1999;
Raiola et al., 2014; Van Meulebroek et al., 2016). El contenido de antioxidantes
difiere de acuerdo a la variedad, etapa de madurez o al procesamiento postcosecha
del fruto, ya que se ha visto que el calor puede afectar la capacidad antioxidante del
jitomate (Lenucci et al., 2006; Kotkov et al., 2011).

1.7.1 Carotenoides

El color del fruto es un atributo de gran importancia en el mercado, y es una
caracteristica seleccionada durante la domesticacion y la mejora del cultivo. Se
considera que el color pudo haber evolucionado a partir de sus roles ecoldgicos de
sefalizacion para atraer a los organismos dispersores. Los colores de los frutos
ciertamente juegan un papel muy importante en la evaluacion fisica y del sabor, y por
lo tanto en las preferencias, teniendo importantes implicaciones econdmicas
(Clydesdale, 1993; Zamir, 2001; Lewinsohn et al., 2005).
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Los carotenoides se encuentran entre los pigmentos mas importantes que se
acumulan en los frutos. Ademas de ser agentes de coloracién en las flores y frutos,
jugar un papel importante como pigmentos fotosintéticos accesorios y previniendo el
dafio foto-oxidativo de los fotosistemas. Actualmente se sabe que los carotenoides,
siendo antioxidantes y precursores de la vitamina A, exhiben también mdultiples
beneficios para la salud, incluyendo la disminucién de la presién arterial y la

prevencion de paros cardiacos (Baker y Gunther, 2004; Smidt y Burke, 2004).

El desarrollo de la pigmentacion roja es una de las caracteristicas mas reconocibles
en la maduracién del jitomate. EI cambio en color de verde a rojo, ocurre debido a la
degradacion de las clorofilas y a la acumulacion de carotenoides, mediante la
transicion de cloroplastos a cromoplastos. Los principales carotenoides que se
acumulan en los jitomates maduros son el licopeno (~90%), B-caroteno (5-10%) y
luteina (1-5%) con concentraciones traza de otros carotenoides (Ronen et al., 1999;
Schofield y Paliyath, 2005), siendo el licopeno y el B-caroteno los principales
pigmentos responsables del color caracteristico de los jitomates maduros, confiriendo
colores rojo obscuro y naranja, respectivamente. El licopeno no se acumula
normalmente en los tejidos vegetales, sino que sirve como intermediario en la
biosintesis de otros carotenoides. Sin embargo, en el jitomate y la sandia, entre los
cuales la composicién de carotenoides es similar, tiene lugar la acumulacion de altas
concentraciones de este pigmento, dando lugar a su distintivo color rojo (Hirschberg,
2001; Lewinsohn et al., 2005).

En la naturaleza se encuentran frutos de jitomate con diferentes contenidos de
carotenoides, entre los cuales hay ademas de las variedades rojas mas conocidas,
variedades de jitomate con frutos amarillos, naranja o rosas con altos contenidos de

licopeno y B-caroteno (Ye et al., 2000; Levin et al., 2004).

1.7.2 Enzimas clave en la biosintesis de carotenoides
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Durante la maduracion, la degradacién de clorofila y la acumulacion de carotenoides
y tocoferoles estan estrechamente relacionados (Figura 2). Los carotenoides son
biosintetizados mediante la ruta metabdlica del isoprenoide, a partir del precursor
difosfato de geranilgeranilo (GGPP), siendo ademas un precursor comun en la via de
sintesis de tocoferoles y clorofilas (Fraser et al., 2007; Almeida et al., 2014). La
sintesis de carotenoides es regulada por las enzimas: 1-desoxi-d-xilulosa-5-fosfato
sintasa (DXS), fitoeno sintasa (PSY) y licopeno ciclasa (LCY). En los primeros pasos
de la carotenogénesis, la DXS cataliza la condensacion de hidroxietil tiamina
(derivada de la decarboxilacion del piruvato) con el grupo aldehido del gliceraldehido-
3-fosfato para formar 1-deoxi-d-xilulosa 5-fosfato (Lange et al., 1998). Mas adelante
en la ruta metabdlica, la PSY cataliza la condensacion de dos moléculas de difosfato
de geranilgeranilo (GGPP) para formar fitoeno, el esqueleto basico para todos los
carotenoides y un precursor inmediato del licopeno (Cunningham y Gantt, 1998;
Hirschberg, 2001; Giorio et al., 2008).

El jitomate tiene dos genes que codifican para la proteina PSY: PSY1 que se expresa
en la maduracion del fruto y se acumula en cromoplastos, mientras que PSY2 se
encuentra asociado a cloroplastos y también incrementa durante la maduracién del
fruto (Giorio et al., 2008; Kachanovsky et al., 2012; Liu et al., 2012). La ciclacion del
licopeno, que permite la formacion del pigmento B-caroteno, es llevada a cabo por
dos enzimas B-ciclasa: LCY-B, que predomina en cloroplastos y CYC-B, que es
especifica de cromoplastos y se encuentra asociada a la producciéon de [-caroteno
durante la maduracion del fruto (Ronen et al., 2000; Fraser et al., 2007; Klee y
Giovannoni, 2011). LCY-B participa también en la conversién de licopeno a a-
caroteno, siendo éste un precursor del pigmento amarillo luteina (Ronen et al., 1999;
Fraser et al., 2007; Guo et al., 2012).

1.7.3 Enzimas clave en la biosintesis de tocoferoles (vitamina E)
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La biosintesis de tocoferoles requiere la condensacién de fitil-difosfato y
homogentisato, derivados de las vias del metileritritol fosfato (MEP) y del shikimato
(SK), respectivamente. La primera etapa de la via es catalizada por la 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (HPPD) que reduce el 4-hidroxifenilpiruvato a
homogentisato, que a su vez es descarboxilado y luego condensado con un donador
de prenilo por la prenil transferasa-2 (VTE-2). El donante de prenilo para la
biosintesis de tocoferol, el difosfato de fitilo, también puede ser sintetizado a partir del
reciclado del fitol después de la degradacion de la clorofila por una fitol cinasa (VTE-
5) (Figura 3) (Almeida et al., 2014).
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Figura 3. Ruta de biosintesis de carotenoides, tocoferoles y clorofilas, donde se

indican las enzimas estudiadas en este trabajo (Modificado de Almeida et al., 2014).

1.8 Factores de transcripcion NAC
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En estudios recientes se ha estudiado el papel de los productos de los genes la
familia NAC, considerada una de las mayores familias de factores de transcripcion
especificos de plantas. Los genes NAC se encuentran asociados a diversos
procesos del desarrollo, y su nombre deriva de tres factores de transcripcion que
comparten el mismo domino: NAM de Petunia, ATAF1-2 de Arabidopsis thaliana y
CUC2 de Arabidopsis (Souer et al., 1996; Nuruzzaman et al., 2015). La expresion de
NAC ha sido estudiada en diversas especies, incluyendo maiz, arroz y jitomate.
Existen mas de 117 genes NAC en Arabidopsis, 151 en arroz y 79 en uva, mientras
gue se han descrito mas de 20 en jitomate (Rushton et al., 2008; Nuruzzaman et al.,
2015). Estos genes se pueden clasificar en 18 subfamilias (Fang et al., 2008; Kou et
al., 2016; Tranbarger et al., 2017). Ademas de su participacién en la regulacion de
varios procesos del desarrollo, incluida la senescencia, las proteinas NAC se han
asociado a respuestas de defensa abidtica en plantas, tales como los mecanismos
de tolerancia al estrés por sequia (Mao et al., 2014). Muchos factores de
transcripcion NAC se han utilizado para mejorar la tolerancia a varios tipos de estrés
mediante ingenieria genética (Shao et al., 2015). En el caso del jitomate, los genes
NAC se han asociado a respuestas a estrés abidtico, y en particular NAC4-NAC9 se
asocian a la maduracién del fruto de jitomate, sin embargo, se desconoce su
participacion en este proceso. Ademas, algunos genes NAC han sido asociados a la
acumulacion de carotenoides en el fruto de jitomate durante la maduracion, tales
como NAC-1 y NAC-4, actuando el primero como un inhibidor de la coloracién, y el
segundo, siendo un regulador positivo de la acumulacion de carotenoides (kou et al.,
2013; Kou et al., 2014; Ma et al., 2014).
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2 JUSTIFICACION

El jitomate es uno de los frutos mas relevantes, tanto por su alto consumo, como por
sus propiedades nutricionales y sus efectos en la salud. Su mejoramiento se ha
enfocado tradicionalmente en los parametros de calidad (apariencia fisica y textura)
dejando de lado al sabor, lo cual ha dado lugar a quejas de consumidores respecto al
sabor de los frutos de jitomate. El sabor es la impresion que causa un alimento, y
estd determinado por sensaciones quimicas como resultado de una percepcion
combinada de gusto y aroma. En el aroma participan diferentes grupos de volatiles,
entre ellos los derivados de carotenoides. Estudios recientes han confirmado la
relevancia de volatiles como B-ionona y pB-ciclocitral en la preferencia de los
consumidores. Sin embargo, es necesario profundizar en el conocimiento del efecto
del contenido de carotenoides en los frutos, en los niveles de otros antioxidantes
como la vitamina E, en la capacidad antioxidante, asi como en la preferencia de
consumidores. Por otra parte, los frutos de jitomate con distinta coloracién son un
modelo interesante para el estudio de las vias metabdlicas de tocoferoles, clorofilas y
carotenoides, las cuales se encuentran interconectadas y permiten explicar el

balance entre compuestos antioxidantes.
3 HIPOTESIS

Habra una correlacion positiva entre el contenido de carotenoides presentes en los
genotipos de jitomate de estudio y la capacidad antioxidante, los contenidos de

volatiles derivados de carotenoides y la aceptacion de los consumidores.

La expresion de los genes de la via de carotenoides sera mas alta en los genotipos
con mayor contenido de carotenoides, mientras que los genotipos con menor
contenido de carotenoides presentaran mayor contenido de tocoferoles u otros

antioxidantes.
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4 OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad quimica y sensorial, capacidad antioxidante, contenido de

antioxidantes y la expresion de genes asociados a la pigmentacion del fruto en ocho

genotipos de jitomate (Solanum lycopersicum), cuatro nativos y cuatro lineas

experimentales con distinta coloracion.

4.1 Objetivos particulares (especificos)

En cuatro genotipos nativos y cuatro lineas experimentales de jitomate (Solanum

lycopersicum) con diferente coloracion:

a)

b)

d)

f)

Determinar los parametros de calidad [pérdida de peso, color, firmeza, sélidos
solubles totales (SST), azUcares (sacarosa, glucosa y fructosa), indice de

dulzura (TSI), acidez titulable (AT), pH y acidos orgénicos (malico y citrico)].

Realizar una caracterizacidon macro y microscopica (a nivel de tejido dérmico)

de los genotipos estudiados.

Determinar el contenido de volatiles derivados de carotenoides (B3-ciclocitral,

geranilacetona, damascenona, 3-ionona y 6-metil-5-hepten-2-ona).

Determinar la capacidad antioxidante in vitro en las fases hidrofilica y lipofilica
mediante CUPRAC, ABTS y DPPH.

Determinar el contenido de antioxidantes (licopeno, B-caroteno y luteina),
acido ascorbico (vitamina C), polifenoles totales, flavonoides, antocianinas y

tocoferoles (a, B, y y O).

Determinar el contenido de clorofilas a, b y totales.
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g) Determinar la expresion de los genes que codifican para enzimas de la via de
biosintesis de carotenoides (PSY-1, PSY-2, LCY-B y CYC-B), tocoferoles
(GGDR, DXS, HPPD, VTE-2 y VTE-5), poligalacturonasa (PGA2) y factores de
transcripcion asociados (NAC-1, NAC-4, NAC-5, NAC-6, NAC-7 y NAC-9).

h) Realizar una evaluacion sensorial de preferencia de consumidores (sabor,
aroma, frescura, preferencia del color y agrado general) y correlacionar con

los niveles de volatiles del aroma y parametros estudiados.

5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biolégico

Para el presente estudio se cosecharon frutos de jitomate de ocho genotipos,
cuatro nativos (rojo, naranja, amarillo y morado) y cuatro lineas experimentales
hibridas (rojo claro, naranja claro, amarillo verdoso y negro) seleccionados por su
distinta coloracion (Tabla 1). Los genotipos nativos y las lineas experimentales
hibridas fueron cultivados simultaneamente en condiciones de invernadero en
sustrato de arena volcanica (tezontle) y una solucién nutritiva, conducidos a un solo
tallo, en dos invernaderos a 2.4 km de distancia entre si, el primero localizado en del
Colegio de Postgraduados, Estado de México (Latitud 19° 27’ 39” N, Longitud -98°
54’ 23” O) y el segundo en la Universidad Autbnoma de Chapingo, Estado de México
(19° 29" 217 N, -98° 52’ 25” O) bajo condiciones de temperatura de 22-30 °C y una
humedad relativa de 75%. Los frutos se cosecharon en estado maduro libres de
dafios mecanicos, defectos fisicos, plagas y enfermedades. Los genotipos utilizados
en este estudio forman parte de los estudios de la Red Mexicana de Recursos
Fitogenéticos de jitomate (REMEFI). La seleccién de los frutos fue llevada a cabo
mediante tablas de color especificas para cada genotipo, permitiendo determinar el
punto en el que cada uno alcanzaba el maximo desarrollo del color. Los frutos

cosechados fueron transportados a la UAM-Iztapalapa el mismo dia de la cosecha y
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al arribar a las instalaciones de la UAM fueron nuevamente seleccionados buscando
uniformidad de madurez y ausencia de defectos fisicos. Los jitomates (tres
repeticiones de 27 frutos de cada genotipo) se lavaron y partieron, extrayendo las
semillas y se obtuvo el jugo a partir de la pulpa homogeneizando con un extractor
Oster vy filtrando con papel gasa. Adicionalmente, se congel6 con nitrégeno liquido
material biolégico para las pruebas de biologia molecular y extraccion de
carotenoides. Las muestras de tejido fueron almacenadas a -70°C hasta su uso. Los
frutos fueron caracterizados morfolégicamente mediante los descriptores de la
FAO/IPGRI (IPGRI, 1996) y su tamafio fue clasificado de acuerdo a lo reportado por
Flores y colaboradores (2016).

5.2 Parametros de calidad y caracterizacion macro y microscopica
5.2.1 Pérdida de peso (PP)

Se registré el peso inicial, asi como el peso durante 10 dias de almacenamiento,
utilizando una balanza granataria digital con precision de 0.1 g (Ohaus, EUA). La PP
se reporté como porcentaje de acuerdo con la siguiente férmula:
% PP = (1-Pn/Pi) 100.
Donde

%PP = porcentaje de pérdida de peso

Pn = peso de los frutos a los n dias de almacenamiento

Pi = peso inicial de los frutos.
5.2.2 Color
La medicién del color se llevo a cabo con un colorimetro ColorFlex 45/0 (Hunter Lab,
114 Sunset Hills, Reston, VA 20190). Se determiné la luminosidad o claridad (L*), la
cromaticidad o saturacion (C*) y el tinte o matiz (h).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los genotipos nativos y las lineas

experimentales seleccionadas para este estudio (n= 3 repeticiones de 10 frutos).

Numero de orGen Color Forma de Diametro del Peso del fruto Jr—
accesion 9 de fruto fruto fruto (cm) (9) P
Xicotepec, Rojo Muy pequefio
150.14 Puebla, Bola 2.10£0.06 4.72 +0.50
nativo L
México
San Gabriel z i Pequeno
1200624 Chilac, ~ Narama  Piiforme, ;0" 070  9.23£3.30
nativo oval
Puebla
Xiconteped|, s Pequefio
501 puebla, ~ AMaMlo pedondo  150:0.05  3.00 £0.40
nativo L.
Meéxico
15440 Tehuacan, Mediano
) Puebla, Morado Redondo 4.50 +0.80 95.50 + 16.20
nativo S
Meéxico
H1329 Chabinao Pequeno
Linea exp. 'p. 9% Rojo claro Redondo 2.00 £ 0.08 8.50 +2.10
Fs México
H1326 Ghabines g Pequeno
Linea exp. PINGO,  Naranja  pegondo 2.00£0.12  8.40+1.10
F Meéxico claro
5
Amarillo Chapingo Amalio Medane
. ’p. 90. verdoso Aplanado 5.00 +1.20 119.2£19.70
Linea exp.Fs México
Negro . . Pequeno
finegexp, ODAPINGD; G Redondo  2.00+0.16  9.80+0.52
Fs Meéxico
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5.2.3 Firmeza

Se elimind una pequefia porcion de la epidermis de cada fruto donde se aplicé
presion con el punzén de 7 mm de didmetro de un penetrometro (Effe-Gi, Milan,
Italy). Se cuantific6 la fuerza necesaria en N para que el punzon penetre el
pericarpio. La firmeza fue también determinada sin eliminar una porcion de la
epidermis. La contribucion de la epidermis a la firmeza (%) se calculo utilizando la

siguiente formula: firmeza sin epidermis x 100 / firmeza con epidermis.

5.2.4 Caracterizaciéon de la epidermis y la cuticula

5.2.4.1 Microscopia de luz

Los frutos fueron rebanados en secciones de 1 cm? y fijados en formaldehido 4% v/v
pH 6.9 por 48 horas. Las muestras fueron deshidratadas en agua- alcohol terbutilico -
etanol (TBA) en las siguientes proporciones: 50:40:10, 30:50:20, 15:50,35, 5:40:55,
0:25:75 y 0:0:100 v/v/v por cinco horas. Se montaron secciones de tejido de jitomate
en Parafina-Paraplast 50:50 p/p y se cortaron en un micrétomo manual (a 12 um de
grosor). La desparafinacion fue llevada a cabo en dos cambios de xileno, se
realizaron lavados con concentraciones descendientes de etanol y se tifid con
Safranina O 0.1% p/v en 95% v/v de etanol por 24 horas. Las preparaciones fueron
lavadas con agua corriente y deshidratadas en series de etanol (50%, 60%, 70%,
80% v/v). Posteriormente, se tifid6 con verde rapido FCF por dos segundos y se
enjuago con etanol, una solucion de aceite de clavo y xileno. El montaje fue llevado a
cabo con medio resinoso. También se observaron segmentos de epidermis aislada

de 4 mm directamente al microscopio de luz.

5.2.4.2 Microscopia electronica de barrido
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Los frutos de jitomate se cortaron en secciones de 1 cm?y se fijaron en solucién de
glutaraldehido 2.5% v/v en 0.2 M de buffer de fosfatos, pH 7.4 por 72 horas. Las
muestras fueron subsecuentemente deshidratadas en series de etanol y secadas al
punto critico. Las muestras fueron cubiertas con oro y observadas en un microscopio
electronico de barrido JEOL modelo JSM-5900 LV (EUA).

5.2.5 Contenido de Sdélidos Solubles Totales (SST)
A muestras de jugo se les midié el contenido de SST, con un refractdmetro manual
(Atago Co. Ltd, Tokyo, Japan), previamente calibrado con agua destilada y se

expreso en porcentaje.

5.2.6 Acidez titulable (AT) y pH

Se pesaron 5 g de jugo, se colocaron en un matraz Erlenmeyer y se agregaron 20
mL de agua destilada y 3 gotas de fenolftaleina. En seguida, se titul6 con NaOH 0.1N
hasta que vir6 a color rosa. La AT se expresé en porcentaje de acido citrico (acido
predominante en el fruto de jitomate) mediante la ecuacion: % % Acidez Titulable
(Ac. Citrico) = (Volnaon) (Nnaon) (9/meq de ac. citrico) (100)/ g de jugo. Donde: N=
normalidad de NaOH en meg/mL, V = volumen gastado en mL, Meq. Ac. = 0.064
g/meq de &cido citrico. La relacion SST/AT se obtuvo calculando el cociente de SST
entre AT. Para la medicién del pH se us6 un potenciémetro (Conductronic PH20,

México).

5.2.7 Acidos organicos y vitamina C

La identificacion y cuantificacion de los acidos organicos (malico y citrico) y de la
vitamina C (4cido ascorbico) se realiz6 mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) mediante el método descrito por Nour y colaboradores (2010). Se
utilizé un equipo HPLC Agilent 1260 con una columna Hypersil GOLD aQ (250mm x
4.6mm, 5um) y un detector de longitud de onda multiple (MWD). El jugo de jitomate

fue filtrado en papel gasa y posteriormente fue centrifugado durante 5 min a 2599 g a
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5°C, obteniéndose el sobrenadante que contenia a los &cidos organicos y a la
vitamina C. El procedimiento se realiz6 en obscuridad. Las muestras fueron filtradas
con una membrana de 0.45 um antes de ser inyectadas al cromatdgrafo. Se utilizd
como fase movil buffer de KH,PO4 (50 mM), pH 2.8 a una velocidad de flujo de 0.7
mL/min. La deteccion se llevo a cabo a A=254 nm para el acido ascérbico y A=214
nm para los acidos citrico y malico. La identificacion de los acidos organicos y la
vitamina C se llevo a cabo mediante la comparacion de los tiempos de retencién con
estandares comerciales (Sigma-Aldrich, Pennsylvania, EUA), y para la cuantificacion

se elaboraron curvas patron (Nour et al., 2010).

5.2.8 Cuantificacion de azUcares (sacarosa, glucosay fructosa)

Para la determinacion de las concentraciones presentes de sacarosa, glucosa y
fructosa se utiliz6 una modificacion de la técnica descrita por Georgelis y
colaboradores (2004). Se homogeneizaron 4 g de pulpa de jitomate con 7 mL de
etanol al 80% v/v, se tomaron 1.2 mL del extracto y se centrifugaron a 2599 g a 5°C
durante 5 minutos. El sobrenadante fue recuperado y filtrado a través de un filtro
Millipore de celulosa de 0.45 um. Los azucares del filtrado se separaron en un
cromatdgrafo liquido de alta resolucion (Agilent Technologies, Serie 1260), usando
una columna de Ca** Agilent Hi-Plex ZORBAX, 3000x7.7 mm, 8 um a 80 °C con una
fase moévil de agua Mili-Q con una velocidad de flujo de 0.6 mL/min usando un
detector de indice de refraccion (IRD). El volumen de inyeccién fue de 20 L. Para
identificar los picos se usaron estandares comerciales de los azlcares y se

elaboraron curvas patron para determinar sus concentraciones (Aarland et al., 2016).

5.2.9 indice de dulzura

El indice de dulzura total (TSI) que incluye los niveles de los azucares y la
contribucion de cada uno a la percepcion de dulzura, se calculd de acuerdo a la
férmula reportada por Beckles (2012) como se presenta a continuacion:

TSI = (1.00 x [sacarosa]) + (0.76 x [glucosa]) + (1.50 x [fructosa])
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5.3 Antioxidantes y capacidad antioxidante
5.3.1 Extraccion de las fases hidrofilicay lipofilica

Las fases hidrofilica y lipofilica fueron subsecuentemente extraidas de la siguiente
manera: 1g de tejido fue pesado, molido en nitrégeno liquido con 4 mL de metanol
acuoso 75% (v/v) y se agitdé en un vortex durante 1 min. Después, a cada tubo se le
adicionaron 3.3 mL de diclorometano 1:1 (v/v) y las muestras se agitaron en vortex
durante 3 min. Transcurrido este tiempo, se colocaron 4 mL de buffer Tris-HCI (50
mM, pH 7.5) y se agitd en vortex durante 1 min. Las muestras fueron centrifugadas
bajo condiciones de obscuridad 5 min a 2599 g a 4°C. Se colect6 la fase inferior
(diclorometano) que se pasoé a otro tubo de ensayo, y la fase superior (metandlica)
fue recuperada como fuente de antioxidantes hidrofilicos. Se repitié el proceso 2
veces mas (lavados) agregando 3.3 mL de diclorometano 1:1 (v/v) y se realizaron los
pasos anteriormente descritos. Finalmente, se recuperd la fase inferior como fuente

de antioxidantes lipofilicos.

5.3.2 Capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante fue determinada en los extractos hidrofilico y lipofilico
mediante tres métodos: ABTS, DPPH y CUPRAC.

5.3.2.1 ABTS

El ensayo ABTS es uno de los métodos mas utilizados para determinar la capacidad
antioxidante (captacion de radicales libres) debido a su estabilidad y reproducibilidad.
Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS debido a la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical cationico

ABTS es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 y se genera por
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una reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato de potasio (Mesa-Vanegas et al.,
2010). Este método fue llevado a cabo de acuerdo con Re y colaboradores (1999)
con modificaciones menores. La soluciéon ABTS fue preparada en etanol al 96 % (v/v)
para los extractos lipofilicos, en lugar de utilizar agua destilada (fase hidrofilica). La
absorbancia fue medida a 734 nm después de 10 minutos de incubacién. Los
resultados fueron obtenidos interpolando la absorbancia en una curva patron llevada
a cabo con trélox. El equipo utilizado fue un espectrofotometro UV-visible Spectronic
BioMate3 (Thermo Electron Corporation, EUA).

5.3.2.3 DPPH

Para cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los extractos se
determind el grado de decoloracidén que provocan sus componentes a una solucion
metanodlica de DPPH mediante el método reportado por Brand-Williams et al. (1995).
La absorbancia fue medida a 515 nm después de 15 minutos de reaccidén. Los
resultados fueron obtenidos interpolando la absorbancia en una curva patron
preparada con trélox. El equipo utilizado fue un espectrofotdmetro UV-visible

Spectronic BioMate3 (Thermo Electron Corporation, EUA).

5.3.2.4 CUPRAC

El ensayo de CUPRAC fue llevado a cabo de acuerdo a Ozyirek et al., (2011) con
modificaciones menores. Este ensayo se basa en la medicion de la absorbancia del
quelato de Cu (I)-neocuproina (Nc) formado como resultado de la reaccion rédox de
antioxidantes rompedores de cadena con el reactivo CUPRAC, Cu (Il) -Nc, donde la
absorbancia se registra a la longitud de onda de absorcion maxima de 450 nm. 1 mL
de CuCl,, 1 mL de buffer NH;AC, 1 mL de neocuproina 'y 1.1 mL de muestra fueron
diluidos en agua (fase hidrofilica) o en etanol al 96% (v/v) (fase lipofilica), obteniendo

un volumen final de 4.1 mL. Los resultados fueron obtenidos interpolando la
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absorbancia en una curva patron llevada a cabo con trolox. El equipo utilizado fue un
espectrofotometro UV-visible Spectronic BioMate3 (Thermo Electron Corporation,
EUA).

5.3.3 Antioxidantes lipofilicos

5.3.3.1 Extraccién y cuantificacion de carotenoides (licopeno, B-caroteno y

luteina)

7.5 g de pulpa fueron macerados con nitrégeno liquido. Se filtr6 el homogenado en
papel gasa y se colocaron 3mL del extracto en un matraz (cubierto por aluminio) con
0.0025 g de Butilhidroxitolueno (BHT). Se afadieron 10 mL de
hexano/acetona/etanol [50:25:25 (v/v)], se agitaron por 15 min, se agregaron 1.5 mL
de agua, se agitdé durante 5 min y posteriormente se extrajo la capa de inferior de
hexano. Se hizo un lavado con la mezcla de solventes mencionada anteriormente. El
volumen obtenido de todas las fases hexanicas se filtré y se afor6 a 10 mL con
hexano. Se tomaron 100 pL del filtrado y se inyectaron en un equipo HPLC Agilent
Technologies, Serie 1260 equipado con una columna XTerra C18 250 x 4.6 mm,
5u. El detector utilizado fue de longitud de onda mudltiple (MWD) y el volumen de
inyeccion fue de 20 uL. Se utilizé como fase mévil acetonitrilo:metanol:diclorometano
(43:43:14 viv), a un flujo de 1 mL/min. El tiempo de elucién fue de 20 minutos. Para
la identificacion y cuantificacion de licopeno, B-caroteno y luteina, se utilizaron
estandares comerciales (Sigma-Aldrich, Pennsylvania, EUA) (L6pez-Vidal et al.,
2014).

5.3.3.2 Extraccion, obtencion y cuantificacién de la fraccion rica en tocoferoles.

Para la extraccion y purificacion de los tococromanoles (tocotrienoles y tocoferoles,

designados como T3 y T, respectivamente) se siguid la técnica descrita por Méne-
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Saffrané y colaboradores (2010). Se pesé 1 g de pulpa de jitomate y se colocé en
tubos de ensayo previamente etiquetados. Posteriormente, el tejido fue molido en
nitrogeno liquido, se adicionaron 4 mL de metanol 70% (v/v) y se agitd con un vortex
durante 1 min. Después, se adicionaron 3.3 mL de cloroformo y se agitd durante 3
min. Transcurrido este tiempo, se colocaron 4 mL de buffer Tris-HCI (50 mM, pH 7.5)
y se agitdé en durante 1 min. Las muestras se centrifugaron a 1400 g durante 5 min.
Se colecto la fase inferior (cloroférmica) que fue transferida a otro tubo de ensayo,
mientras que la fase superior fue desechada conservando la pastilla (fase
intermedia). Las muestras se almacenaron en obscuridad a -70 °C hasta su uso. A
partir de los extractos obtenidos, se tom6 1mL de extracto de cada una de las
accesiones a estudiar y se llevo a sequedad en la campana de extraccion durante 12
horas. Los extractos secos se resuspendieron en 200 uL de etanol absoluto grado
HPLC y las muestras se filtraron con microfibra de vidrio antes de ser inyectadas
manualmente al cromatégrafo (HPLC Agilent Technologies, Serie 1200). Se utilizo
como fase moévil hexano: metil terbutil éter (90: 10 v/v) grado HPLC y una columna
LiChrospher 100 Diol (5 um) (Agilent Technologies) en fase normal. Se empled un
detector de fluorescencia con una longitud de onda de excitacion y emisién de 296
nm y 340 nm respectivamente, a una temperatura de 25 °C con un flujo de 1 mL/min
y un volumen de inyeccion de 20 pL. Para la identificacion y cuantificacion de los
tocoferoles y a-T, B-T, y-T, &-T se construyeron curvas de calibracion usando

estandares comerciales grado HPLC (Millipore).
5.3.4 Antioxidantes hidrofilicos

5.3.4.1 Polifenoles totales

La determinacion de fenoles se llevo a cabo a partir del jugo de jitomate, el cual fue
incubado con Folin-Cicocateu 1:10 v/v y carbonato de sodio al 7.5 % (p/v) durante
una hora. El contenido de fenoles fue determinado mediante espectrofotometria a
una longitud de onda de 765 nm. Los resultados se reportaron en equivalentes de

acido galico, el cual fue utilizado para elaborar la curva patron. El equipo utilizado fue
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un espectrofotobmetro UV-visible Spectronic BioMate3 (Thermo Electron Corporation,
EUA).

5.3.4.2 Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales fue determinado por espectrofotometria a través
del método reportado por Chang y colaboradores (2002). La curva patrén fue
elaborada con guercetina, y la absorbancia medida a 415 nm. El equipo utilizado fue
un espectrofotbmetro UV-visible Spectronic BioMate3 (Thermo Electron Corporation,
EUA).

5.3.4.3 Antocianinas

El contenido de antocianinas fue determinado a través del método de pH diferencial
por espectrofotometria reportado por Wrolstad (1993). La absorbancia fue medida a
520 y 700 nm a un pH de 1.0 (buffer de KCI-HCI 0.2 M) y 4.5 (buffer de acetato de
sodio 0.2 M). Las mediciones se realizaron en un espectrofotdmetro UV-visible

Spectronic BioMate3 (Thermo Electron Corporation, EUA).
5.4 Clorofilas

La extraccion y determinacion de clorofilas a y b se llevd a cabo mediante el método
espectrofotomético descrito por Costache y colaboradores (2012). Para la extraccion
se utilizé una solucion acuosa de metanol al 90% v/v, partiendo de 1g de tejido
macerado con nitrégeno liquido. Las mediciones se llevaron a cabo a longitudes de
onda de 666 y 653 nm en un espectrofotbmetro UV-visible Spectronic BioMate3
(Thermo Electron Corporation, EUA). Las concentraciones se calcularon mediante
las siguientes ecuaciones: clorofila a = 15.65 (absorbancia 666) — 7.340 (absorbancia
653) y clorofila b= 27.05 (absorbancia 644) — 11.21 (absorbancia 666) (Costache et
al., 2012).
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5.5 Expresion de los genes que codifican para enzimas de la biosintesis de
carotenoides y tocoferoles, asi como para factores de transcripcion asociados

alacoloracion y a la actividad de la poligalacturonasa.

La extraccion se realizd conforme la técnica reportada por Chang y colaboradores
(1993). Se molieron 6 g de tejido de pulpa con nitrégeno liquido y se
homogeneizaron con 15 mL de buffer de extraccion (CTAB 2% p/v, PVP 2% plv, Tris
HCI 100 mM, pH 8.0, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, espermidina 0.5 g/L y en el momento
de uso se agregd PB-mercaptoetanol 2% v/v) a 65°C. Se extrajo con el mismo
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). Se recuperoé la fase acuosa por
centrifugacion a 7500 x g por 10 minutos a 4°C y se le afiadio LiCl para obtener una
concentracion final de 2M. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C durante dos dias.
Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 7500 x g por 60 minutos a 4°C, se elimind
el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 500 pL del buffer SSTE (NaCl 1 M,
SDS 0.5% plv, Tris HCI 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM), se le afiadieron 500 pL de la
mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v) y se centrifugé a 10,000 x g por 20
minutos a 4°C. Se recuper6 la fase acuosa, se le afiadié dos veces su volumen de
etanol absoluto frio y se dejé precipitar el ARN a -70°C toda la noche.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10,000 x g por 20 minutos a 4°C, se
deseché el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 80 pL de agua tratada con
DEPC y se almacend a -80°C hasta su uso. La pureza y la concentracion del RNA se
determinaron por espectrofotometria (relacion de absorbancia 260/280 nm vy
absorbancia a 260 nm, respectivamente) y la integridad se verific6 mediante un gel
de agarosa al 1% p/v teilido con bromuro de etidio. Se utilizaron cebadores
especificos como se detalla en la tabla 2, de acuerdo a lo reportado por Almeida y
colaboradores (2014) para genes de la via de biosintesis de carotenoides y
tocoferoles, Kou y colaboradores (2014) para factores de transcripcion NAC vy
Vrebalov y colaboradores (2009) para PGA. Se determinaron las temperaturas
optimas de alineamiento y el rango lineal de la reaccion de PCR. 2 ug de RNA fueron

tratados con 1 U/L de DNasa | libore de RNasas (Thermo Fisher Scientific). Los
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transcritos de interés fueron amplificados por RT-gPCR mediante el kit Express
SYBR GreenER gqPCR Supermix (ThermoFisher Scientific, EUA). Se cargd 1 ul de
RNA por tubo, obteniendo un volumen final de 10.5 pl. Se amplificaron los transcritos
de interés mediante RT-gPCR utilizando como gen de normalizacion el fragmento de
ARNr 18S y el siguiente programa de temperaturas: reaccion de RT a 37°C por 10
minutos, desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 minutos, 94 °C por 30 segundos,
temperatura de alineamiento como se detalla en la tabla y temperatura final de 72 °C
por 30 segundos. La expresién relativa fue calculada mediante el método 224
(Willems et al., 2008; Villa-Hernandez et al., 2013). Un valor de 1 fue asignado
arbitrariamente a la expresion del genotipo nativo rojo, calculando consecuentemente
la expresion relativa de los otros genotipos estudiados utilizando el valor del nativo

rojo como referencia.
5.7 Andlisis quimico de los compuestos volatiles del aroma de jitomate

A una muestra de 18 mL del jugo de cada genotipo se le afiadieron 2mL de solucién
de EDTA 0.5 M disuelto en NaOH 0.63 M. La muestra se congel6 con nitrdgeno
liquido y se guardé a -70 °C hasta su uso.

Para la extraccion de volatiles se utiliz6 la técnica SPME (Solid Phase
Microextraction) reportada por Diaz de Led6n-Séanchez et al. (2009). Se coloc6 una
alicuota de 3 ml de jugo en un vial de 20 ml con 1.2 g de NaCl para facilitar la
liberacién de los compuestos aromaticos desde la matriz hasta el espacio superior.
Las muestras se sellaron con un tabique de silicona y un anillo metélico y se
homogeneizaron durante 2 minutos. El espacio de cabeza se muestred
inmediatamente insertando la fibora SPME durante 10 minutos a 35 ° C. El analisis por
cromatografia de gases de los compuestos volatiles del aroma se realizO en un
cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 series Il, Palo Alto, EUA) utilizando
una columna DB-WAXETR, con una longitud de 60m, 0.32 mm de didmetro interno y
1 um de fase estacionaria (J y W Scientific, Folsom, EUA) y un detector de ionizacion
de flama (DIF). Se utiliz6 el siguiente programa de temperatura: 60 °C al inicio

subiendo a 230 °C a razon de 5 °C/min. Se determinaron los siguientes volatiles del
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aroma: B-ciclocitral, geranilacetona, damascenona, B-ionona y 6-metil-5-hepten-2-
ona, usando estdndares puros para su identificacién y cuantificacion (Sigma-Aldrich,

Pennsylvania, EUA).

Tabla 2. Secuencia y condiciones de cebadores utilizados en este estudio (Tm =

temperatura de alineamiento)
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5.8 Prueba de consumidores

El analisis sensorial se llevé a cabo en dos pruebas independientes, cada una
con cuatro genotipos de las dos procedencias con el fin de acortar los tiempos de
analisis por parte de los consumidores (la prueba 1 fue realizada con los genotipos
nativos del Colegio de Postgraduados, mientras que la prueba 2 se realizé con las
lineas experimentales de la Universidad Autonoma de Chapingo). Las pruebas
fueron llevadas a cabo en un espacio especialmente disefiado para este fin, con
ocho casetas individuales (Laboratorio de Analisis Sensorial Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa). Se aplicé un cuestionario a cincuenta consumidores para
cada prueba (ANEXO 1), en edad de 18 a 57 afios. Para obtener la percepcion de los
consumidores se aplicé una metodologia (CATA) (check all that apply, marque todo
lo que corresponda) (Rocha et al., 2013). Se utilizaron descriptores reportados en la
literatura (Diaz de Ledn-Sanchez et al., 2009), asi como descriptores reportados para
cada uno de los volatiles del aroma cuantificados en este trabajo. Para las pruebas
de aroma se utilizaron los siguientes descriptores: alcohol-solvente, manzana, citrico,
floral, herbal, miel, medicinal, menta, humedad, aceite-grasa, frambuesa, y humo
(FAO, 2002). Adicionalmente, se incluyeron los descriptores acido, dulce para las
pruebas de sabor

Las muestras se prepararon una hora antes de la prueba y se marcaron
aleatoriamente. Los jitomates enteros se mantuvieron en recipientes de unicel
cerrados para permitir la acumulacién de volatiles del aroma. Los consumidores
evaluaron primero el color del fruto completo utilizando una escala hedoénica de siete
puntos: (7-Extremadamente agradable, 6-Medianamente agradable, 5-Ligeramente
agradable, 4-Ni me agrada ni me desagrada, 3-Ligeramente desagradable, 2-
Medianamente desagradable y 1-Extremadamente desagradable).
Subsecuentemente se solicitd a los consumidores evaluar el aroma marcando los
descriptores que encontraban en cada muestra, los cuales fueron enlistados en una
tabla. Posteriormente, degustaron los frutos y evaluaron el sabor a través del mismo

método mencionado para el aroma. Para obtener el “jitomate ideal”’, se solicitd que
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los consumidores marcaran los atributos que esperarian encontrar en un jitomate
arquetipico. A continuacion, los consumidores evaluaron la frescura mediante una
escala justo como lo esperaba (JAR) de siete puntos (5-Mucho mas de lo que
esperaba, 4-Mas de lo que esperaba, 3-Justo como lo esperaba, 2-Menos de lo que

esperaba y 1-Mucho menos de lo que esperaba).

5.9 Andlisis estadistico

Los resultados de los atributos de calidad y cuantificacion de componentes quimicos
fueron analizados mediante pruebas ANOVA y comparacion de medias por el
método de Tukey (a = 0.05). Los analisis de correlacion de Pearson para algunas
variables quimicas y sensoriales asociadas (p< 0.1) fueron llevados a cabo mediante
el software Prisma 7.0 (GraphPad Software Inc., 2016). El andlisis de
correspondencias (CA) y el andlisis de componentes principales (PCA) se realizaron
mediante el programa Statgraphics Plus para Windows 4.0 (StatPoint, Inc. Renddn,
EUA), mientras que el MFA (analisis factorial multiple) fue llevado a cabo mediante el
software XLSTAT 2015.1 (Addinsoft, EUA). Las graficas se disefiaron mediante el
software SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., EUA).

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parametros de calidad
6.1.1 %SST

Los valores de %SST se encontraron en el intervalo de 3.77 a 9.17. No se
encontraron diferencias entre genotipos nativos y lineas experimentales hibridas, sin
embargo, el %SST fue asociado al tamafio del fruto y a la coloracion. Los genotipos
de mayor tamafio (morado y amarillo verdoso) presentaron los menores contenidos
de azucares (3.77 y 5.13, respectivamente), mientras que se observaron valores

significativamente mayores en los genotipos de coloracidon naranja y naranja claro
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(9.07 y 9.17, respectivamente) (Tabla 3). Dichos valores fueron superiores a los
reportados por Gharezi y colaboradores (2012), quienes encuentran un %SST

cercano a 6.0 para jitomates comerciales tipo cereza de color rojo.
6.1.2 AT

Los genotipos analizados en este trabajo presentaron valores de AT en el intervalo
de 0.26 a 0.5. No se observaron diferencias entre genotipos nativos y lineas
experimentales, sin embargo los genotipos de mayor tamafo presentaron los
menores valores de AT (0.26 y 0.30 para los genotipos morado y amarillo verdoso,
respectivamente) siendo mayores en el genotipo naranja claro. Gharezi y
colaboradores (2012) reportan un porcentaje de acidez titulable cercano a 0.5 para
jitomates tipo cereza de color rojo, por lo cual los genotipos analizados en este

estudio se encuentran cerca de lo reportado.
6.1.3 pH

Como se menciond anteriormente, el genotipo naranja claro presentd una mayor
acidez titulable y en consecuencia un menor pH, al ser comparado con el resto de los
genotipos. Todos los genotipos estudiados presentaron un valor de pH igual o menor
a 4.39, lo que es considerado ideal para la acidez de frutos de jitomate para consumo
en fresco, de acuerdo con Aoun y colaboradores (2013), quienes mencionan que los
valores menores a 4.5 son lo ideal. Por otra parte, el genotipo naranja presentd una
mayor relacion SST/AT (3.51), caracterizandose por presentar valores altos de SST y
bajo pH respecto al resto de los genotipos analizados en este estudio. La relaciéon
SST/AT puede aportar informacién importante respecto al sabor, ya que se considera
un parametro importante para diferenciar el sabor del jitomate entre variedades
(Aoun et al., 2013).

6.1.4 Contenido de azlcares

El sabor &cido-dulce caracteristico de frutos de jitomate, estd dado por la

combinacion entre los azlcares y acidos organicos presentes. Cerca del 50% de la
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materia seca estd compuesta por azlcares, que son principalmente glucosa y
fructosa en frutos maduros. La cantidad de sacarosa es muy baja y disminuye
conforme el fruto madura (Hobson y Davies, 1980; Piombino et al., 2013). El
contenido de azucares encontrados en este estudio fue mayor en los jitomates tipo
cereza, en comparacion con los genotipos de mayor tamafio. Se encontraron valores
promedio de alrededor de 0.49 mg/g pf para sacarosa, 3.4 mg/g pf para glucosa 6
mg/g pf siendo estos valores menores a los reportados por Osvald y colaboradores
(2001) para frutos de jitomate comercial variedad Arletta, que presentd valores
cercanos a 0.46 mg/g pf (sacarosa), 14.5 mg/g pf (glucosa) y 12.06 mg/g pf
(fructosa). En el presente trabajo se encontr6 que los genotipos tipo cereza de
coloracién naranja, presentaron un contenido significativamente mayor de azUlcares,
respecto a los seis genotipos restantes, ademas de presentar los mayores indices de
dulzura. Cabe sefialar que estos frutos de coloracion naranja también presentaron
los mayores contenidos de fructosa, que es el azlcar con mayor contribucion a la
percepcion de la dulzura (Yilmaz, 2001; Beckles, 2012). EI menor contenido de
azucares se encontro en los genotipos de mayor tamafio (de color morado y amarillo
verdoso) (Tabla 3).

6.1.5 Contenido de acidos organicos

El genotipo de coloracién naranja claro presentd el contenido mas alto de acido
citrico (899 mg/100 g pf) (Tabla 3), siendo éste el principal acido organico en frutos
de jitomate (Marconi et al.,, 2007). Los genotipos negro y naranja también
presentaron contenidos significativamente elevados de este acido organico (560 y
324 mg/100 g pf respectivamente, mientras que el resto de los genotipos se
encuentran en el intervalo de 86 a 205 mg/100 g pf). El &cido malico es el segundo
acido organico mas abundante en el jitomate. El genotipo naranja claro present6
cantidades significativamente mayores de este acido, mientras que el resto de los
genotipos presentaron concentraciones de acido malico en el intervalo de 60-159
mg/100 g pf. Estos valores de se encuentran en el rango de los reportados por

Hernandez-Suarez y colaboradores (2008) quienes encontraron contenidos de acido
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malico de 66 a 92 mg/100g pf en las variedades comerciales Dorothy, Boludo y

Dunkan (tallas mediana, mediana y pequeia respectivamente).

Tabla 3. Parametros de calidad de los genotipos estudiados. nd: no detectado. Los

promedios seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes entre si

de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05). (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M=

morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro). n=

3 repeticiones de 27 frutos.

Genotipo R N A M RC NC AV NEG
Peso (g) 4.72 9.23 3.04 95.5 8.5 8.4 119.2 9.8
(x0.6) (£3.2) (£0.4) (x16) (x2.1) (x1.1) (x19.7) (x0.5)
pH 412 4.25 4.15 4.39 4.2 3.78 4.03 4.38
(£.05)b (x.01)b (x.04)b (x.02)a (x.01)b (x.02)c (£.03)b (x.01)a
AT 0.44 0.32 0.46 0.26 0.41 0.50 0.30 0.32
(z.01)b (x.01)c (x.01)b (x.02)d (x.02b (x.02)a (x.00)c (x.00)c
SST 8.13 9.07 7.47 5.13 7.10 9.17 3.77 7.08
(£.12)b (x.09)a (x.12)c (x.06)e (¢.12)c (x.12)a (.33)f (x.12)d
SST/IAT 2.37 3.51 2.08 2.49 2.24 2.33 1.59 2.87
Sacarosa 0.29 nd nd 0.11 0.92 1.35 0.78 0.59
mg/g pf | (x.01)e (x.01)e (x.04)b (x.02)a (x.02)b (x.09)c
Glucosa 4.70 7.94 4.03 2.45 4.57 6.70 3.1 4.5
mg/ g pf | (£.06)c (x.02)a (x.03)d (.03)d (x.02c (x.12)b (x.13)e  (x.11)cd
Fructosa 4.88 7.7 3.75 0.2 4.45 6.07 2.55 4.43
mg/ g pf | (x.09)d (x.15)a  (.09)e (x.01)g (£.03)d (x.11)b (x.12)f (x.11)c
indice de dulzura 11.2 17.6 8.68 2.27 11.1 15.5 6.96 10.63
(£.10)c (x.17)a (x.12)d (z.0Df (£.03)c (x.10)b (x.24)e (x.22)c
Acido malico 60.3 62.5 57.9 119 159 352 63.0 132
mg/ 100 g pf | (£3.1)c (¥5.4)c (¥9.9)c  (£17.2)b (x.01)b (¥3.6)a (x7.4)c (x1.9)b
Acido citrico 146 324 205 25.4 126 899 86 560
mg/ 100 g pf | (£7.0)d (x2.7)c (£5.3)d (6.7)e (£.02)d (+58)a (x16)e (x17)b
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6.1.6 Color

El color es considerado el atributo visual mas importante al seleccionar los frutos
(Oltman et al.,, 2016) Los resultados de medicion del color (Tabla 4), mostraron
mayores valores de L* (reflectancia de la luz o luminosidad) para los genotipos
amarillos, seguido por los genotipos naranja, rojo y por ultimo el morado y el negro.
El matiz y la cromaticidad fueron también contrastantes entre los diferentes genotipos
estudiados. Los valores de h* (matiz) para los genotipos de coloracién roja fueron
cercanos a 40, similares a los reportados para jitomates comerciales. Dichos valores
suelen ser preferidos por los consumidores al estar mas acostumbrados a jitomates
comerciales con coloracion dentro del matiz del rojo, que puede ir desde tonos

ligeramente anaranjados hasta rojo intenso (Oltman et al., 2016).

Tabla 4. ParAmetros cromaticos de los jitomates evaluados.. L*= luminosidad o brillo,
C*= cromaticidad, h*=matiz. n= 3 repeticiones de 27 frutos. Los promedios seguidos
por la misma letra no son significativamente diferentes entre si de acuerdo con la
prueba de Tukey (a = 0.05). (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M= morado, RC= rojo

claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro).

Genotipo L* C* h
R 35.89 (+1.55)d 34.33 (+1.96)a 44.71 (+0.94)d
N 44.50 (+1.45)c 27.26 (+2.95)b 70.31 (+2.23)b
A 46.62 (+2.17)b 37.50 (+2.16)a 81.85 (+2.26)a
M 33.53 (+0.77)c 18.46 (+1.99)c 56.41 (+1.22)c
RC 39.89 (+2.86)c 34.24 (+2.42)a 45.17 (+4.55)d
NC 45.41 (¥1.17)b 35.75 (¥3.24)a 69.97 (¥3.49)b
AV 49.49 (+2.30)a 27.61 (+5.36)b 02.31 (+1.50)e
NEG 36.85 (+1.70)c 18.59 (¥3.71)c 62.43 (+1.67)c

6.1.7 Firmeza y grosor de la cuticula
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Se observaron diferencias significativas en la firmeza entre los grupos de frutos
analizados, ya que las lineas experimentales hibridas presentaron una mayor firmeza
al compararlas con los genotipos nativos (Tabla 5). El genotipo amarillo verdoso se
distingui6 por presentar la mayor firmeza. La firmeza es considerada una
caracteristica de interés comercial y un componente critico en la percepcion de
calidad del consumidor (Causse et al., 2002; Serrano-Megias y Lopez-Nicolas, 2005;
Tigist et al., 2013).

De acuerdo con Chaib y colaboradores (2007), las diferencias en firmeza estan
dadas no so6lo por la degradacion de la pared celular durante la maduracién, sino
también por la reorganizacién celular del pericarpio que ocurre durante la maduracion
temprana. Juarez-Lépez y colaboradores (2009) mencionan que los frutos deben
tener un minimo de firmeza de 1.45 N para ser comercializados, por lo cual, de
acuerdo con este criterio, todos los genotipos estudiados en este trabajo son aptos
para la comercializacién. La firmeza no fue asociada significativamente con el grosor
de la cuticula (Tabla 5); sin embargo, las mediciones de grosor de la cuticula
mediante microscopia mostraron que en los genotipos nativos ésta tiene una mayor
contribucion de a la firmeza. Se observé también una relacion entre el area de las
células epidérmicas y la firmeza, ya que las lineas experimentales con células
epidérmicas de menor area mostraron mayor firmeza. Chaib y colaboradores (2007)
sugieren que el pericarpio de los jitomates con mayor firmeza esta compuesto por

células de menor talla ubicadas bajo la cuticula.

6.2 Caracterizacion de la cuticula y la epidermis

6.2.1 Superficie del fruto y brillo

Se observo una gran diversidad en la arquitectura epidérmica entre los genotipos al
realizar las observaciones mediante microscopia de luz (Figura 4). Las células
epidérmicas de los genotipos nativos mostraron una forma geométrica y paredes

celulares mas gruesas en comparacion con las lineas experimentales. Se detectaron
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cloroplastos y clorofila en el citoplasma de las células epidérmicas en los genotipos
morado y negro, lo cual indica que éstos no se degradaron completamente durante la
maduracion del fruto.

Bajo microscopia electrénica de barrido (SEM) (Figura 5), se observo una topologia
de superficie plana en las lineas experimentales hibridas, exceptuando el genotipo
negro, que mostrod una superficie lisa con pequefias protuberancias. En contraste, la

superficie del fruto de los genotipos nativos se encontr6 cubierta por hendiduras.

nwo<—T-H»P»Z
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Figura 4. Secciones de epidermis de jitomate sin tefiir (superior) y tefiidas con
safranina O-verde rapido (inferior). Rojo (a y e), naranja (b y f), amarillo (c y @),
morado (d y h), rojo claro (i y n), naranja claro (j y m), amarillo verdoso (k y 0) y negro
(I'y p). Escala: 20 pm.
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Figura 5. Superficie del fruto observada bajo microscopia electrénica de barrido
(SEM). Genotipo rojo (a), naranja (b), amarillo (c), morado (d), rojo claro (e), naranja
claro (f), amarillo verdoso (g), negro (h). Escala: 100 pm.
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Yeats y colaboradores. (2012) estudiaron siete especies de jitomates silvestres (S.
lycopersicum, S. pimpinellifolium, S. cheesmaniae, S. chmielewskii, S. neorickii, S.
habrochaites y S. pennellii). Estos autores encontraron diferencias arquitectonicas y
quimicas en la cuticula. Se observo una tendencia hacia una superficie mas plana
gue ondulante en especies mas cercanas a Solanum lycopersicum L., lo cual sugiere
qgue la morfologia de la cuticula tiene un efecto sustancial sobre la superficie y la
conductancia del agua cuticular. Los genotipos nativos analizados en este estudio
tienen una mayor superficie expuesta debido a su topologia irregular y, por lo tanto,
hay un aumento de la transpiracion cuticular. La superficie del fruto, asi como la
cicatriz del pedunculo, tienen implicaciones importantes en la pérdida de peso, como
se detalla mas adelante. Aunque la minimizacion de la pérdida de agua ha sido
considerada como la funcién principal de la cuticula, hay evidencia de que también
puede jugar un papel en la apariencia fisica y textura del fruto, afectando parametros
asociados a la calidad postcosecha, como la firmeza y la pérdida de peso (Lara et al.,
2014).

También se observéd una relacion entre el brillo y la estructura de la superficie del
fruto, ya que los frutos de las lineas experimentales con una superficie mas uniforme
mostraron valores de brillo mas altos. En las lineas experimentales se obtuvieron
valores de 39.9 (+ 2.9) para el genotipo rojo claro, 45.4 (x 1.2) para el naranja claro,
amarillo verdoso 49.5 (£ 2.3) y negro 36.8 (+ 1.7). En los genotipos nativos, los
valores de brillo fueron los siguientes: rojo 35.9 (x 1.5), naranja 44.2 (+ 1.5), amarillo
46.6 (£ 2.2) y morado 33.5 (+ 0.8) (ver tabla 4, color).

El brillo del fruto fue asociado originalmente con una deficiencia de cutina
(Nadakuduti et al., 2012; Shi et al., 2013). Sin embargo, también podria atribuirse a
alteraciones en la morfologia de la cuticula. Petit y colaboradores (2014) reportaron
gue mutantes con alteraciones en el brillo mostraron variaciones en la abundancia y
composicién de la cutina, ademas de interrupciones en el patron epidérmico. Para los

genotipos nativos analizados en este estudio, la luz incidente es reflejada en una
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amplia gama de direcciones debido a las irregularidades de la superficie, como
también fue reportado por Petit y colaboradores (2014). Por el contrario, para las
lineas experimentales, se observd una superficie mas lisa, puesto que la luz
incidente es reflejada en forma de espejo. Nuestros resultados sugieren que el brillo
podria contribuir indirectamente a la seleccion del fruto, ya que aquellos jitomates
con mayor brillo se han seleccionado porque son percibidos como més frescos y

atractivos por los consumidores.

6.2.2 Cuticula y espesor de la pared celular epidérmica

Las observaciones mediante microscopia Optica y SEM (microscopia electrénica de
barrido) (Figuras 6 y 7) revelaron diferencias importantes en la morfologia de la pared
de la cuticula y de la pared epidérmica entre los genotipos. La cuticula fue
significativamente mas gruesa en los genotipos nativos (9.04 ym en promedio) en
comparacion con las lineas experimentales (5.71 ym en promedio, Tabla 5).

Una tincibn mas tenue con Safranina O en los genotipos nativos, respecto a las
lineas experimentales, sugiere una composicion diferente de la cuticula. La
excepcion fue el genotipo de la linea experimental amarillo verdoso, que presento la
cuticula mas gruesa. El espesor de la pared celular epidérmica y las areas celulares
fueron también mayores en los genotipos nativos (Tabla 5). El genotipo nativo rojo
mostro tanto las mayores areas de las células epidérmicas, como el mayor grosor de
la cuticula (420.5 y 4.4 um, respectivamente, Tabla 5, Figura 6). Los resultados
obtenidos para el grosor de la cuticula se encuentran en el rango de los reportados
por Borowiak y Habdas (1988), quienes estudiaron cinco cultivares de jitomates
hibridos y encontraron un espesor dentro del rango de 0.66-4.40 pm.

La morfologia de células epidérmicas también fue diferente entre los genotipos. Las
células epidérmicas de los genotipos nativos presentaron una forma ovalada,
mientras que las células de las lineas experimentales hibridas fueron alargadas. Las
células epidérmicas de las lineas experimentales amarillo verdoso y rojo claro
mostraron una forma coénica, mientras que los genotipos negro y nharanja claro

presentaron células de forma cuadrada (Figura 6f y 6h).
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Figura 6. Micrografias observadas al microscopio de luz tefiidas con safranina O
(tifie cutina y paredes lignificadas) y verde rapido (tifie paredes celulésicas). Genotipo
rojo (a), naranja (b), amarillo (c), morado (d), rojo claro (e), naranja claro (f), amarillo
verdoso (g) y negro (h). (C= cuticula, SC= células subepidérmicas, AP= clavijas

anticlinales, EC= células epidérmicas). Escala: 20 pum.
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Figura 7. Arquitectura cuticular de jitomate observada mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM). Genotipo rojo (a), naranja (b), amarillo (c), morado (d),

rojo claro (e), naranja claro (f), amarillo verdoso (g) y negro (h). Escala: 100 pm.
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Tabla 5. Morfometria de la cuticula y epidermis. Los promedios seguidos por la
misma letra no son significativamente diferentes entre si de acuerdo con la prueba de

naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG

Tukey (a
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Las lineas experimentales hibridas, particularmente los genotipos de color rojo claro
y amarillo verdoso, mostraron clavijas anticlinales bien desarrolladas entre las células
epidérmicas, mientras que los genotipos nativos presentaron clavijas anticlinales
cortas, presentes Unicamente a un tercio de la profundidad de las células
epidérmicas. Los resultados sugieren que los genotipos nativos examinados tienen
una morfologia cuticular similar a la de otras especies relacionadas, como Solanum
cheesmaniae, para el cual se reportan clavijas anticlinales delgadas (Yeats et al.,
2012). Las capas subepidérmicas también fueron diferentes entre los genotipos
(Tabla 5). La mayoria de los genotipos nativos presentaron soélo dos capas
subepidérmicas, mientras que la mayoria de los genotipos de las lineas
experimentales tuvieron tres capas. En este sentido, se observd una correlacion
positiva entre una mayor firmeza y un mayor niumero de capas subepidérmicas (R =
0.6387), lo cual sugiere que las capas subepidérmicas del pericarpio también tienen
un papel importante en la firmeza del fruto.

La morfologia y el rendimiento mecanico del exocarpo, incluyendo la cuticula, la
epidermis y el nimero de capas de células hipodérmicas, son de considerable
importancia econdmica porque afectan la integridad del fruto completo. Estos
factores afectan no sélo la apariencia, sino también la resistencia a la manipulacion y
el comportamiento de almacenamiento, y desempefian un papel prominente en el

cragueo del fruto (Bargel y Neihuis, 2004)
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6.2.3 Firmeza y expresion de PGA

Se encontré una correlacion negativa entre la expresion relativa de PGA vy la
firmeza en todos los genotipos (R = -0.55, p<0.05, Tabla 5). Ademas, los
genotipos nativos presentaron una menor firmeza y tuvieron una expresion
significativamente mayor en comparacion con las lineas experimentales
hibridas. El genotipo amarillo verdoso mostré la menor expresion de PGA
(expresion relativa de 0.0008), que también coincidié con la mayor firmeza con
y sin la epidermis. También se encontr6 una correlacion positiva entre la
firmeza y la profundidad de las clavija anticlinales (R = 0.675, p<0.01), lo cual
sugiere que este pardmetro tiene una influencia directa sobre la firmeza.

La firmeza es un rasgo de gran interés comercial y un componente critico en la
percepcion de la calidad de los frutos (Juarez-Lopez et al., 2009). La PGA es la
principal enzima responsable del desensamblaje de las pectinas durante la
maduracion del fruto de jitomate. La actividad de esta enzima altera la textura y
la firmeza del fruto debido a la degradacion de los componentes estructurales
necesarios para reforzar la pared celular y la adhesion de las células (Xiao et
al., 2014). Espafia y colaboradores (2014) encontraron una correlacion positiva
entre el contenido de polifenoles totales y la firmeza, sugiriendo que estos
compuestos también contribuyen al aumento de la rigidez de la cuticula,
permitiendo que el fruto soporte cambios transitorios de volumen con poca

expansion.

6.2.4 Peso, pérdida de peso y didmetro de la cicatriz del pedunculo.

Los genotipos morados y amarillo verdoso, los cuales tuvieron un mayor
tamafio, presentaron una mayor heterogeneidad en el peso (Tabla 5), seguidos
por el genotipo de coloracién naranja, que ademas presentd una gran variacion
en cuanto a forma, ya que algunos frutos presentaron forma de pera, eliptica o
redonda. En relacion con la pérdida de peso, se observo una correlacion
negativa entre el tamafio y este parametro, ya que los genotipos amarillo
verdoso y morado perdieron peso de manera mas lenta en comparacion con el
resto de los genotipos (Figura 8). La excepcidon a este comportamiento es el
genotipo negro que a pesar de presentar un tamafo similar al resto de los

genotipos (tipo cereza), presentd también una pérdida de peso més lenta. Esto
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podria deberse no solo a la composicion de la cuticula, sino a que mostré la
menor relacion entre el didmetro y la cicatriz del pedunculo, que mostré una
correlacion positiva con la pérdida de peso (R = 0.8853 p<0.01). Se ha
reportado que la mayoria de la transpiracion, cerca del 90% de la transpiracion
total, ocurre a través de la cicatriz del peddnculo y no a través de la cuticula
(Bouzo y Gariglio, 2016). La menor pérdida de peso hace al genotipo negro
recomendable para su inclusién en programas de mejoramiento que busquen
aumentar la vida de anaquel del fruto de jitomate, ya que como se menciono
previamente, la pérdida de peso contribuye al deterioro y pérdida de la calidad
de los frutos (Parker y Maalekuu, 2013). En particular, los genotipos de jitomate
tipo cereza presentan una pérdida de peso acelerada por su menor tamario,
siendo considerados altamente perecederos, lo cual dificulta su
comercializacion (Artés y Artés, 2004; Moneruzzaman et al., 2009). La pérdida
de peso se debe principalmente a la transpiracion y la respiracion y constituye
una causa principal de deterioro del fruto, teniendo gran impacto en su calidad
(Diaz-Pérez et al., 2007; Nunes y Emond, 2007; Gharezi et al., 2012). Las
células epidérmicas del fruto de jitomate se encuentran provistas de una serie
de capas cutinizadas que constituyen una barrera fisica eficiente capaz de
regular la pérdida de agua. La epidermis permite mantener un alto contenido de
agua a pesar de la humedad relativa baja en el aire que rodea al producto,
dicha proteccion es importante después de la cosecha, ya que el fruto no
recibira mas agua por parte de la planta (Vogg et al., 2004; Diaz-Pérez et al.,
2007). Otro factor de importancia en la pérdida de peso es el tamafio del fruto;
Los frutos de menor tamafio tienen una mayor relacion de superficie expuesta
respecto a su volumen, por lo cual ocurre una mayor transpiracion y por lo tanto

una pérdida de peso mas acelerada (Bouzo y Gariglio, 2016).
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Figura 8. Porcentaje de pérdida de peso a lo largo de 10 dias de
almacenamiento. Los promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (a =
0.05). (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M= morado, RC= rojo claro, NC=
naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro). n= 3 repeticiones de 10

frutos.

6.3 Antioxidantes

La capacidad antioxidante debe determinarse a través de diferentes ensayos
basados en diferentes principios quimicos, de manera que pueda obtenerse un
panorama mas completo (Chel-Guerrero et al., 2018). Entre los métodos mas
utilizados se encuentran los ensayos DPPH, ABTS y CUPRAC, los cuales
tienen la ventaja de ser simples, rapidos y econdémicos, pudiendo aplicarse
para antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. El ensayo de CUPRAC presenta
ademas la ventaja de llevarse a cabo a un pH de 7.0, permitiendo una mejor
simulacién de las condiciones fisiol6gicas (Alam et al., 2013; Chel-Guerrero et
al., 2018).
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6.3.1 Capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante en el extracto hidrofilico fue mayor en comparacion a
la del extracto lipofilico en todos los genotipos estudiados (Tabla 6). Las
diferencias en la capacidad antioxidante entre los genotipos mostraron la
misma tendencia mediante los tres métodos de medicion utilizados, sin
embargo, las diferencias en la fase lipofilica fueron menos contrastantes a
través de los métodos DPPH y CUPRAC. Esto se deba probablemente a que la
longitud de onda utilizada para estas técnicas (515 y 450 nm, respectivamente)
se encuentran en el rango de longitudes de onda de maxima de absorcidon de
los carotenoides (400-500 nm). Estos resultados sugieren que el método mas
adecuado para medir la capacidad antioxidante en jitomate es ABTS, seguido
por CUPRAC y finalmente DPPH.

El genotipo amarillo presentd la mayor capacidad antioxidante del extracto
hidrofilico por los tres métodos (0.054 umol ET g/ pf para DPPH, 9.12 umol ET
g/ pf para CUPRAC y 10.28 umol ET g/ pf ABTS). Ademas, los genotipos
nativos presentaron una mayor capacidad antioxidante de la fraccion hidrofilica
en comparaciéon con los genotipos hibridos. Dicha mayor capacidad
antioxidante puede ser atribuida al mayor contenido de vitamina C en los
genotipos nativos. Kaur y colaboradores (2013) reportan valores de capacidad
antioxidante de la fase hidrofilica de 2.5-4.61 umol ET g / pf mediante ABTS, en
jitomate comercial rojo; estos valores son menores a los encontrados en este

estudio.

Los genotipos rojos presentaron una mayor capacidad antioxidante del extracto
lipofilico, sin embargo, no se encontraron diferencias entre los genotipos
nativos y las lineas experimentales. El genotipo rojo tuvo la mayor capacidad
antioxidante lipofilica con valores de 0.0126 (DPPH), 5.20 (CUPRAC) y 2.05
(ABTS). Kaur y colaboradores (2013) reportaron valores de 0.17-0.82 para la
fase lipofilica mediante ABTS, siendo menor a la reportada para los genotipos
rojos analizados en este trabajo.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH, CUPRAC vy

ABTS en las fracciones hidrofilica (FH) y lipofilica (FL). Todos los valores estan

expresados en umol equivalentes de trélox / g pf. Los promedios seguidos por

la misma letra no son significativamente diferentes entre si de acuerdo con la

prueba de Tukey (a = 0.05). (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M= morado,
RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro). n= 3
repeticiones de 27 frutos.
Genotipo R N A M RC NC AV NEG
FL .012 011 .008 .008 .012 .013 .005 .010
(t0.00)a (+0.00)b (+0.00)d (+0.00)c (+0.00)a (+0.00)b (£0.00)c (+0.00)b
DPPH
FH .041 .046 .054 .028 .037 .032 .012 .040
(+0.00)c  (+0.00)b (+0.00)a (+0.00)d (+0.00)c (+0.00)a (+0.00)c (+0.00)d
FL 5.20 4.42 3.51 3.78 4.44 4.36 3.02 4.56
(+0.19)a (+0.08)b (+0.10)d (#0.25)c (+0.22)b (+0.02)b (£0.35)d (+0.25)b
CUPRAC
EH 8.61 8.88 12.9 5.61 9.60 7.28 3.29 6.44
(+0.38)b  (+0.30)b (+0.36)a (+0.34)d (x0.86)b (£0.66)c (+0.43)e (+0.92)c
FL 2.05 0.85 0.50 0.51 1.21 0.84 0.40 1.76
(t0.05)a (+0.01)d (+0.06)e (+0.02)ef (+0.03)c (+0.02)d (+0.01)e (+0.03)b
ABTS
FH 7.48 8.02 11.08 3.72 7.30 7.15 1.86 7.55
(+t0.85)c (+0.11)b (#0.22)a (+0.10)d (+0.12)c (+0.04)c (+0.04)e (+0.10)c

6.3.2 Antioxidantes hidrofilicos

6.3.2.1 Vitamina C

Los valores mas altos de acido ascoérbico (vitamina C) se encontraron en

los

genotipos nativos rojo y naranja (470 y 665 pg/g pf respectivamente, Tabla 7).

Hernandez-Suarez y colaboradores (2008) encontraron en frutos comerciales

de jitomate de las variedades Dorothy, Boludo y Dunkan, cultivados en

62




Tenerife, contenidos de acido ascoérbico de 138 a 157 pg/g pf, mientras que
Jones Junior (1999), reporta un contenido de acido ascérbico en jitomate
cereza de 500 pg/g pf. Gould (1992) menciona que es necesario desarrollar
variedades con concentraciones de acido ascorbico superiores a 200 ug/g pf,
ya que este contenido se han visto altamente reducido en genotipos
comerciales. Cinco de los ocho genotipos analizados en el presente trabajo
(rojo, naranja, morado, rojo claro y amarillo verdoso) presentaron contenidos
superiores a este valor, por lo cual podrian ser considerados como una fuente

significativa de acido ascérbico e incluirse en programas de mejoramiento.
6.3.2.2 Polifenoles totales

El genotipo amarillo presentd el mayor contenido de polifenoles al ser
comparado con el resto de los genotipos (641 ug eq. de acido gélico / g pf vs
102-498 ug eq. de éacido gélico / g pf) (Tabla 7). Dicho genotipo present6
también la mayor capacidad antioxidante del extracto hidrofilico. Barros y
colaboradores (2012) determinaron los contenidos de polifenoles totales en
variedades de jitomate rojo y amarillo provenientes de Portugal, reportando
mayores contenidos de compuestos fendlicos en el genotipo de color amarillo
(variedad “Amarelo” (54.23 ug eq. de acido galico / g pf). Naranjo y
colaboradores (2016) reportan contenidos de polifenoles totales de hasta 54.2
Ug eq. de acido galico / g pf, encontrando los mayores contenidos en genotipos
silvestres, lo cual sugiere que el contenido de polifenoles ha disminuido a
través de la domesticacion. Ademas de asociarse al color amarillo, el contenido
total de polifenoles también podria asociarse al tamafio de la fruta, ya que los
genotipos de mayor talla (amarillo verdoso y morado) presentaron los menores
contenidos de polifenoles entre los genotipos analizados en este estudio. Una
posible explicacion podria ser que los genotipos de mayor talla tienen una
menor superficie de contacto en relacion al volumen, lo cual les confiere una
mayor proteccion contra factores ambientales, consecuentemente requieren
acumular menos antioxidantes que los genotipos de menor tamafio para

protegerse de los cambios ambientales.

6.3.2.3 Flavonoides
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Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos con importantes
efectos antiinflamatorios y antialérgicos. Los principales flavonoides en jitomate
son la quercetina, kaempferol y miricetina (Slimestad et al., 2008). Ademéas de
los carotenoides, los flavonoides, que se acumulan principalmente en la
epidermis, pueden jugar un papel importante en el color del jitomate (Ballester
et al., 2010; Karlova et al., 2014). En el presente estudio se encontré un mayor
contenido de flavonoides en el genotipo naranja, seguido por los genotipos

negro y rojo (Tabla 7).
6.3.2.4 Antocianinas

Entre los flavonoides, las antocianinas son pigmentos que aportan una
coloracién morada y su acumulacién en ciertos jitomates transgénicos retrasa
la maduracion y aumenta la resistencia a los patégenos (Zhang et al., 2013). La
presencia de antocianinas en genotipos nativos de jitomate ha sido reportada
anteriormente por Mes y colaboradores (2008) y es un parametro que busca
rescatarse en programas de mejoramiento. En el presente estudio las
antocianinas se encontraron en los genotipos negro, morado y rojo (3.15, 1.22
y 0.26 ug / g pf, respectivamente) (Tabla 7). Los resultados sugieren que la
coloracién del genotipo negro podria ser resultado de una combinacién entre

estos flavonoides y otros pigmentos.
6.3.3 Antioxidantes lipofilicos
6.3.3.1 Carotenoides

Los carotenoides son precursores de diversos volatiles del aroma y tienen un
papel importante en la fotoproteccion y la peroxidacion lipidica a nivel cutaneo.
La fuerte capacidad antioxidante y los mdultiples beneficios para la salud
humana que aportan estos compuestos, explican por qué se busca seleccionar
genotipos con mayor contenido de carotenoides (Dellapenna y Pogson, 2006;
Klee y Giovanonni, 2011; Namitha et al.,, 2011). Los carotenoides mas
abundantes en frutos de jitomate son el licopeno seguido del B-caroteno y la

luteina.

Como se menciond, el licopeno es uno de los principales compuestos

funcionales del jitomate debido a su fuerte funcidon antioxidante (Stahl y Sies,
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2003). En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en los
contenidos de licopeno, encontrando valores de 3.59 (£ 0.007) a 44.57 (= 0.99)
Mg / g pf (Tabla 8), Los mayores contenidos se encontraron en el genotipo
nativo rojo seguido por los genotipos de las lineas experimentales rojo claro y
negro. En contraste, los genotipos amarillo y amarillo verdoso presentaron los
contenidos méas bajos. Se encontré una correlacién positiva entre el contenido
de licopeno y la capacidad antioxidante in vitro de la fraccién lipofilica. Los
valores encontrados en este estudio coinciden con los reportados por
Lewinsohn y colaboradores (2005), quienes reportan un contenido de 0.04 a
63.6 ug / g of de licopeno, estando presente el ultimo valor en una linea
seleccionada por presentar un contenido alto de este carotenoide. El licopeno
puede disminuir la formacion de eritema en la piel e inhibir el cancer de
prostata, de mama, colorrectal, pulmonar y pancreético. Por lo tanto, se
recomienda una mayor ingesta de este carotenoide en pacientes con cancery
problemas cardiovasculares (35 a 75 mg al dia) (Stahl y Sies, 2003; Gonzalez-
Vallinas et al., 2013; Raiola et al., 2014).

El B-caroteno es un pigmento rojo-anaranjado y un precursor de la vitamina A
(Lewinsohn et al., 2005). En este estudio, los contenidos de [3-caroteno fueron
80-90% mas bajos que los de licopeno, y se encontraron en el rango de 0.14 a
3.0 yg / g pf. El contenido mas alto de B-caroteno se encontraron en los
genotipos rojo y rojo claro (Tabla 8). EI p-caroteno es considerado una
provitamina porque es un precursor del retinol (vitamina A), un compuesto
esencial para la vision. También es capaz de prevenir dafio foto oxidante y
guemaduras solares (Stahl y Sies, 2003; Dall'Osto et al., 2006, Almeida et al.,
2014).

La luteina es un pigmento amarillo sintetizado tanto en cloroplastos como en
cromoplastos, y promueve la salud ocular y dérmica (Almeida et al., 2014;
Raiola et al., 2014). Los valores encontrados en este estudio fueron mayores
para el genotipo amarillo 1.12 (+ 0.01) ug /g pf y son similares a los reportados
por Perry y colaboradores (2009), quienes encontraron contenidos de 0.32 ug/g
pf en jitomates rojos tipo bola. Ademas, se ha encontrado que el contenido de
luteina es mayor en jitomates cereza, lo cual coincide con los resultados

encontrados en este estudio (Guerrero y Rebolloso Fuentes, 2009).
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6.3.3.2 Tocoferoles

Los tocoferoles (vitamina E) son un componente de la fraccion lipofilica en el
jitomate. El a-tocoferol es el isbmero mas abundante en este fruto, y en el
presente estudio fue encontrado en mayores contenidos en los genotipos de
coloracion naranja (7.90 y 5.5 ug/g pf en los genotipos naranja y naranja claro,
respectivamente (Tabla 8)). Estos contenidos son cercanos a los reportados
para jiomate rojo tipo cereza de la variedad Naomi (7.4 pg/g pf), siendo un
genotipo rico en a-tocoferol (Zanfini et al., 2008). Los valores de tocoferoles
totales encontrados en este estudio se encontraron dentro del intervalo de 0.96
a 11.1 yg / g pf, siendo iguales o mayores a los reportados por Irakli y
colaboradores (2016) para jitomates tipo cereza (3.87 a 5.68 ug / g pf). Por otra
parte, los contenidos de tocoferoles 3, & y y fueron mayores en los genotipos

rojo claro y naranja claro.
6.4 Clorofilas

Algunos genotipos de jitomate pueden contener clorofila, ya que ésta puede no
degradarse completamente durante la maduracion. De esta manera, la
presencia de clorofila puede tener una influencia significativa en el color del
fruto en combinacion con otros pigmentos (Carrillo-Lépez y Yahia, 2014). En el
presente estudio se encontraron contenidos mas altos de clorofila a en el
genotipo negro seguido por el genotipo morado (27.6 y 22.7 mg / 100 g pf,
respectivamente) (Tabla 7). Los contenidos de clorofila b fueron mas altos en
los genotipos morado y amarillo verdoso (6.9 y 6.4 mg / 100g pf,
respectivamente). En términos de contenido total de clorofila, se encontraron
diferencias significativas entre los genotipos, ya que los contenidos fueron
mayores en el genotipo negro (30.5 mg / 100 g pf) seguido por el genotipo
morado (29.6 mg / 100 g pf), amarillo verdoso (21.9 mg / 100 g pf), y finalmente
el genotipo naranja (2.2 mg / 100 g pf). Costache y colaboradores (2012)
reportan un promedio de 25 mg / 100 g pf de clorofilas totales en algunos
genotipos tipo cereza. Los resultados encontrados en este estudio sugieren
que el color negro y morado de los genotipos estudiados esta dado por una
combinacion entre clorofilas, carotenoides (principalmente licopeno) vy

antocianinas.
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Tabla 7. Contenido de polifenoles totales, flavonoides totales, clorofilas a, b y
totales. nd: no detectado. Todos los valores estan expresados en ug /g pf. Los
promedios seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes
entre si de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05). (R=rojo, N= naranja, A=
amarillo, M= morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso,
NEG= negro). n= 3 repeticiones de 27 frutos. Todos los valores estan
expresados en ug /g pf.
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Tabla 8. Contenido de carotenoides y tocoferoles. nd: no detectado. Los

promedios seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes entre

si de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05). (R= rojo, N= naranja, A=

amarillo, M= morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso,

NEG= negro). n= 3 repeticiones de 27 frutos.Todos los valores estan expresados

en g /g pf.
Genotipo a- B- 5- y- B-
Tocoferol  Tocoferol  Tocoferol  Tocoferol  Licopeno  caroteno Luteina
R 2.02 0.25 0.02 0.61 44.6 3.01 0.86
(£0.14)c (x0.02)d (x0.018)c  (+¥0.102)b  (+0.49)a (x0.09)a (£0.01)b
N 5.51 0.41 0.01 0.51 11.0 1.41 0.47
(+t0.04)b  (£0.04)c  (£0.003)c (:0.004)b  (¢0.11)d  (+0.03)b  (+0.10)b
A 1.57 nd nd nd 3.93 0.36 1.12
(+0.03)d (+t0.00)e  (£0.05)c  (+0.01)a
M 1.23 0.22 0.01 0.10 11.5 0.21 0.40
(+0.02)e (x0.01)d  (+0.008)c  (+0.005)c (+x0.13)d (x0.13)c (x0.01)d
RC 1.76 0.57 0.13 2.09 26.7 2.82 0.54
(x0.06)d (x0.00)b  (+¥0.031)a (+0.026)a (x0.09)b (+x0.02)a (+0.02)c
NC 7.90 0.76 0.16 2.23 10.1 1.37 0.41
(x0.1)a (+0.05)a (x0.051)a (+0.238)a (x0.02)d (x0.26)b (x0.00)d
AV 0.50 0.41 0.05 nd 3.59 0.14 0.55
(£0.02)f  (£0.01)c  (£0.017)b (+t0.01)e  (£0.01)c  (£0.00)c
NEG 1.15 0.15 nd 0.33 22.1 1.60 0.63
(+t0.05)e  (£0.02)e (£0.008)b  (£0.14)c  (£0.04)b  (#0.01)bc
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6.5 Expresion de los genes que codifican para las enzimas de la via de
sintesis de carotenoides y tocoferoles

Las clorofilas, los carotenoides y los tocoferoles son compuestos derivados de
isoprenoides que comparten un precursor comun: difosfato de geranilgeranilo
(Vranova et al., 2012; Quadrana et al., 2013). La cadena lateral prenil de clorofilas
y tocoferoles deriva del difosfato de fitilo (PDP), que a su vez es producido por la
geranilgeranil reductasa (GGDR). Ademéas, el PDP para la biosintesis de
tocoferoles también puede originarse a partir de la la fitol quinasa (VTE-5), que
recicla el fitol derivado de la degradacién de clorofilas (Figura 9). Estudios
recientes indican que el PDP para la biosintesis de tocoferoles es mayormente
suministrado por la degradacion de clorofilas (Almeida et al., 2016, Lira et al.,
2016; Zhang et al., 2017).

En el presente trabajo, se estudiaron los genes fitoeno sintasa-1 (PSY-1) y fitoeno
sintasa-2 (PSY-2), asociados a la biosintesis de carotenoides. El primero participa
en la conversion de difosfato de geranilgeranilo a fitoeno, mientras que el dltimo
esta presente exclusivamente en cloroplastos. Ademas se estudié la enzima 1-
desoxi-d-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS), la cual sintetiza al precursor difosfato de
geranilgeranilo a través de la ruta no mevalonato (Almeida et al., 2016, Lira et al.,
2016) Los genes CYC-B (licopeno ciclasa especifica de cromoplastos) y LCY-B
(licopeno ciclasa, cloroplastica), estan asociados a la sintesis de B-caroteno y a-
caroteno (precursor de luteina), mientras que la cadena lateral prenil de clorofilas y
tocoferoles deriva del difosfato de fitilo (PDP), que a su vez es producido por la
geranilgeranil reductasa (GGDR, gen GGDR). Por otra parte se estudiaron los
genes asociados a la sintesis de tocoferoles HPPD (4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa) que reduce el 4-hidroxifenilpiruvato a homogentisato y VTE-2 (prenil
transferasa-2). Por ultimo, se estudido el gen VTE-5 (fitol cinasa), el cual esta
asociado al reciclaje de la clorofila (Vranova et al., 2012; Quadrana et al., 2013;
Almeida et al., 2014).

70



La expresion del gen que codifica para la enzima clave de la via de carotenoides
fitoeno sintasa-1 (PSY-1) fue mayor en genotipos con mayor contenido de
licopeno (rojo, rojo claro y negro), mientras que la expresion mas baja se encontro
en los genotipos amarillo y amarillo verdoso (Figura 9). De acuerdo con Lois y
colaboradores (2000), el aumento en la expresion de PSY1 durante la maduracion
del fruto esté correlacionado con la acumulacion de licopeno y es inducido por el
etileno. La expresion de licopeno ciclasa especifica de cromoplastos (CYC-B) fue
mayor en genotipos con mayor contenido de licopeno y B-caroteno. Hwang y
colaboradores (2016) encontraron una mayor expresion de CYC-B en genotipos
naranja con mayor contenido de (B-caroteno, o que sugiere una relacién entre la
expresion de CYC-B y los contenidos de este carotenoide. Una tendencia similar
se encontré en este estudio, ya que los genotipos con mayor contenido de B-
caroteno (rojo, rojo claro, naranja, naranja claro y negro) presentaron una
expresion de CYC-B significativamente mayor. El genotipo morado presenté la

expresion mas baja de CYC-B, siendo cinco veces menor que la del genotipo rojo.

La enzima fitoeno sintasa-2 (PSY-2) esta presente exclusivamente en
cloroplastos. La expresion de PSY-2 fue cinco veces mayor en los genotipos
amarillo y amarillo verdoso, en comparacion con el genotipo rojo. La expresion de
PSY-2 se asocié con un menor contenido de licopeno y [B-caroteno entre los
genotipos. No se encontré asociacion entre la expresion de PSY-2 y los
contenidos de clorofila (siendo mas alta en los genotipos morado y negro). La
expresion de LCY-B (licopeno ciclasa) fue cinco veces mayor en el genotipo
amarillo, el cual también presento el mayor contenido de luteina. Estos resultados
sugieren que la enzima LCY-B tiene una mayor implicacion que la CYC-B en la
conversion de d-caroteno en a-caroteno para la sintesis de luteina (Namitha et al.,
2011).

Con respecto a los genes gue participan en la via de biosintesis de tocoferoles, la
expresion de GGDR fue mayor en los genotipos amarillo y amarillo verdoso. VTE-
5 esta asociado con el reciclaje de clorofila, y mostré una expresion relativa 1.8

veces mas alta en los genotipos amarillo y amarillo verdoso en comparacion con la
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del genotipo rojo. Por otro lado, la expresiéon de HPPD, DXS y VTE-2 fue mayor en
los genotipos naranja y naranja claro, que también presentaron el mayor contenido
de tocoferoles. Almeida y colaboradores (2014) reportan que la expresion de VTE-
2 aumenta con la sintesis de tocoferoles, lo cual coincide con los resultados

encontrados en este estudio.
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Figura 9. (A) Vias de biosintesis de tocoferoles, clorofilas y carotenoides estan
indicadas en naranja, verde y rojo, respectivamente. Las enzimas estan indicadas
con el color del genotipo que mostrd la expresion mas alta (rojo, naranja o
amarillo). Adaptado de Almeida et al. (2016) y Lira et al. (2016).

(B) Representacion de la expresion relativa de los transcritos de los genes
asociados a la sintesis de carotenoides y tocoferoles en forma de mapa de calor.
La expresion relativa se calcul6 con referencia al genotipo rojo (R) nativo. (R= rojo,
N= naranja, A= amarillo, M= morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV=

amarillo verdoso, NEG= negro).
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6.6 Relacion entre antioxidantes, clorofilas y los genes de la via de
carotenoides y tocoferoles (PCA y coeficientes de correlacion de Pearson)

Los frutos de jitomate de diferentes colores son un modelo interesante para
comprender el entrecruzamiento de las vias de biosintesis de tocoferoles,
clorofilas y carotenoides. En este estudio, se encontré que los contenidos mas
altos de un antioxidante especifico, se encuentran asociados con una coloracién
particular del fruto. EI PCA explicé el 100% de la variabilidad en los datos (Figura
10). Los genotipos rojo y rojo claro se asociaron con licopeno, [B-caroteno,
capacidad antioxidante de la fraccion lipofilica, polifenoles totales, vitamina C y
una mayor expresion relativa de PSY1l y CYC-B (ambos cromoplasticos). La
capacidad antioxidante lipofilica correlaciond positivamente con el licopeno y el B-
caroteno (Figura 10) pero no con los tocoferoles, lo que indica que los
carotenoides tienen una mayor contribucién a la capacidad antioxidante lipofilica.
Los genotipos naranja y naranja claro presentaron una correlacion positiva con
tocoferoles, flavonoides y la expresion de VTE-2, HPPD y DXS. También se
observd una correlacion positiva entre HPPD y VTE-2 y una correlacion negativa
entre PSY-1y VTE-5 (R=-0.8192, p<0.01), asi como entre el licopeno y la clorofila
(R= -0.6209, p<0.05). Estas correlaciones sugieren que existe una regulacion del
equilibrio entre los distintos antioxidantes que comparten parte de sus rutas
biosintéticas.

La asociacion de tocoferoles con VTE-2, HPPD y DXS sugiere que el paso
limitante en la biosintesis de tocoferoles es la via del shikimato. El genotipo negro
se asocio con antocianinas y con los carotenoides licopeno y B-caroteno, mientras
gue los genotipos morado y amarillo verdoso, se asociaron con clorofila y se
correlacionaron negativamente con el contenido de carotenoides y la capacidad
antioxidante lipofilica. El genotipo amarillo se asocié con luteina, polifenoles
totales, capacidad antioxidante hidrofilica y la expresion de PSY2, LCYB, VTE-5y

GGDR. Finalmente, se encontro un alto indice de correlacion (R= 0.96, p<0.001)
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entre los polifenoles totales y la capacidad antioxidante in vitro del extracto

hidrofilico.
A
2.2 [ HPPD NC |
i DXS VTE2 ]
tocoferoles
B AV M T
n o . =N |
u clorofila ) |
flavonoides
0.2 | B
= PSY2 -
B GGDR antocianinas pe PSY |
. . vies LCYB NEG CYCB |
B A polifenoles B-carotenc |
18" cap. antiox. Iuteina | licopenovitamina C
TF hidrofilica R capantox |
lipofilica
1 L | 1
-5.3 -3.3 -1.3 0.7 2.7
B iNDICES DE CORRELACION DE PEARSON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS
Polifenoles totales y luteina 0.94
Polifenoles totales y cap.an. hidrofilica 0.96
Licopeno y B-caroteno 0.89
Licopeno y cap. an. lipofilica 0.89
B-caroteno y cap. an. lipofilica 0.89
Tocoferoles totales y HPPD 0.91
Tocoferoles totales y VTE2 0.85
GGDR Yy VTES 0.87
GGDR Yy LCYB 0.96
GGDR Y PSY2 0.99
LCYB Yy PSY2 0.97
HPPD Yy VTE2 0.92

Figura 10. PCA relacionando el contenido de antioxidantes y clorofilas con los
genes estudiados (A) e indices de correlacion de Pearson que mostraron

significancia (a = 0.05). Dichos coeficientes de van de -1 a +1 e indican la fuerza
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de la relacion linear entre las variables. (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M=
morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro).

6.7 Expresién génica de factores de transcripcion NAC

Se ha reportado que los genes que codifican para la familia de factores de
transcripcion NAC, estan implicados tanto en la coloracion de los frutos, como en
la respuesta a distintos tipos de estrés, por o que se determind su expresion en
los genotipos estudiados en el presente trabajo. La expresiéon de todos los factores
de transcripcion de la familia SINAC fue significativamente mayor en los genotipos
nativos en comparacion con la de las lineas experimentales hibridas (Figura 11).
Mientras que las lineas experimentales han sido seleccionadas para mejorar la
vida postcosecha, los genotipos nativos se cultivan al aire libre por lo que han sido
expuestos a condiciones ambientales fluctuantes, promoviendo el desarrollo de
mecanismos de defensa que permiten la supervivencia de las plantas. Por lo tanto,
los genotipos nativos exhiben respuestas de estrés bidtico y abidtico, tales como
crecimiento en suelos con disponibilidad de humedad limitada y tolerancia a
temperaturas altas. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que en los
genotipos nativos los genes NAC contribuyen a mejorar la capacidad de
supervivencia bajo diversas condiciones de estrés ambiental. Kou y colaboradores
(2014) analizaron la expresion de genes NAC en multiples tejidos durante el
desarrollo del fruto de jitomate, y encontraron que la expresion de SINACS5,
SINACG6, SINAC7 y SINAC9 aumenta a lo largo del desarrollo del fruto. Estos
autores también encontraron que la expresion de SINAC4, SINAC6 y SINAC7 era
mas alta en las etapas rompiente y maduro, lo que sugiere que estos genes
pueden estar implicados en la maduracién, probablemente participando en vias de
sefalizacion de hormonas (Kou et al., 2016). En la agricultura, las temperaturas
altas o bajas actian como un factor negativo que limita la produccion de cultivos.
En este sentido, los genes NAC se han asociado con respuestas al estrés tanto
por calor como por frio (Bonilla-Barrientos et al., 2014; Nuruzzaman et al., 2015).
Debido a su exposicion a condiciones ambientales extremas, se espera que los

genotipos nativos analizados muestren una mayor resistencia a varios tipos de
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estrés, en comparacion con las lineas experimentales que se han seleccionado

para un mayor rendimiento y resistencia a las plagas y enfermedades.

La diferencia entre la expresion en genotipos nativos y lineas experimentales fue
mayor para SINAC5 y SINAC1. Aunque se ha encontrado que la expresion de
SINACS es inducida por el estrés salino (Zhu et al. 2014), SINACL1 es el factor de
transcripcion de NAC més estudiado en jitomate, y también tiene un papel crucial
en la tolerancia al estrés salino (Golldack et al. 2011). Ademas, Ma vy
colaboradores (2014) reportan que la sobreexpresion del gen SINAC1 produce
como resultado una reduccion en los carotenoides al disminuir la sintesis de
etileno, dando lugar a frutos maduros amarillos y naranjas. En el presente estudio,
se encontré una mayor expresion de SINAC1 en los genotipos amarillo y amarillo
verdoso, seguidos por los genotipos naranja y naranja claro, los de coloracién
obscura (morado y negro), y finalmente los frutos rojos. Los resultados sugieren
gue aunque SINACL1 esta altamente asociado a la coloracion, también responde a

varios factores de estrés.

SINAC4 tiene un papel importante en la respuesta a diversos factores de estrés
abiotico, incluyendo NaCl y deshidratacion; Sin embargo, también juega un papel
importante en la acumulacion de carotenoides durante la maduracion del fruto del
jitomate, actuando como un regulador positivo mediante la modulacion de la
hormona etileno y, por lo tanto, la pigmentacién, ya que enzimas de la biosintesis
de estos pigmentos se regulan por etileno. Zhu y colaboradores (2014) reportan
que los frutos de jitomate silenciados para SINAC4 via ARNi exhiben una
coloracién naranja tanto en el pericarpio como en la placenta, lo que implica una
menor acumulacién de licopeno y un contenido elevado de [(B-caroteno. En este
estudio, se encontré una expresion mas alta de SINAC4 en frutos amarillos, lo que
sugiere que SINAC4 podria estar asociado con la luteina, regulada principalmente
por LCY-B (Namitha et al., 2011).
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Figura 11. Expresion relativa (respecto al genotipo rojo, el cual fue usado como
referencia y le fue asignado un valor de 1.0) de los genes que codifican para los
factores de transcripcion de la familia NAC (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M=

morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro).
6.8 Compuestos volatiles derivados de carotenoides

El sabor es la caracteristica mas demandada en la actualidad. Para combinar el
sabor con otras caracteristicas deseables en cultivares mejorados, es necesario
determinar la variabilidad en los compuestos volatiles que contribuyen al sabor
(Boukobza et al., 2002; Bezman et al., 2003; Panthee et al., 2013). En este estudio
se observd una correlacién positiva entre el contenido de carotenoides totales
(Tabla 9) y el contenido de voléatiles derivados de carotenoides, ya que los
genotipos de coloracion roja con un mayor contenido de carotenoides totales
presentaron contenidos significativamente mayores de la mayoria de los volatiles
derivados de los mismos, seguidos por los genotipos de color naranja. Por lo

anterior se sugiere, que, en este caso, la tasa de produccién de volatiles esta
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gobernada por la disponibilidad de sus precursores. Por el contrario, Zanor y
colaboradores (2009), no encontraron una asociacion entre el contenido de

volatiles derivados de aminoacidos y de carbohidratos y sus precursores.

Tabla 9. Contenido de compuestos volétiles derivados de carotenoides Los
promedios seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes entre
si de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05). (R= rojo, N= naranja, A=
amarillo, M= morado, RC= rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso,

NEG= negro). n= 3 repeticiones de 27 frutos. nd= no detectado

Volatiles derivados de carotenoides (ng g'1 pf)

Genotipos B-ionona 6-metil-5-hepten- Damascenona Geranil-acetona -ciclocitral
2-ona

R 3.57 (x0.17)d  344.86 (+4.69)b 32.31 (+1.28)a 58.27 (+1.29)a  12.12 (+1.2)a

N 452 (+0.18)c  225.89 (¥15.9)c  25.79 (¥5.37)a 38.70 (x3.69)b 7.16 (x0.22)b

A 3.02 (x0.08)e  113.38 (+8.55)d 10.20 (x0.33)c 51.89 (¥3.34)a  5.20 (+0.14)c

M 3.31 (x0.22)e  100.66 (+16.4)d 29.37 (+3.57)a 54.22 (+4.76)a  4.19 (+0.06)d

RC 5.85 (x0.95)a  144.86 (+9.25)d 33.24 (+4.53)a 57.63 (¥+8.59)a  10.7 (x0.79)a

NC 4.07 (x0.07)c  1494.32 (+131)a 19.39 (x0.27)b 32.34(x2.71)b 3.13 (x0.00)d

AV 3.17(x0.02)e nd 4.37 (x0.04)c  49.28 (x6.97)a  2.56 (+0.30)d

NEG 4.65 (x0.04)b  98.76 (+9.16)d 14.10 (x0.31)b 43.28 (+2.37)a  3.26 (x0.00)d

Umbral de

(Buttery et 0.007 50 0.002 60 5

al., 1990)

En el presente trabajo, se observaron diferencias significativas en el contenido de
todos los volatiles derivados de carotenoides analizados entre los distintos
genotipos estudiados (Tabla 9). Los genotipos de coloracion roja presentaron
concentraciones mayores de geranilacetona y damascenona, asi como
concentraciones significativamente mayores de [B-ciclocitral. El contenido de B-
ionona fue mayor también en el genotipo rojo claro. Los genotipos naranja claro y
amarillo verdoso, presentaron concentraciones significativamente menores de
geranilacetona y damascenona respectivamente. En las concentraciones del

volatil 6-metil-hepten-2-ona, se observd una tendencia diferente, ya que el
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genotipo naranja claro presentd concentraciones significativamente mayores de
este volatil, en un orden de magnitud aproximadamente diez veces mayor, al ser
comparado con el resto de los genotipos. Los contenidos de volatiles derivados de
carotenoides encontrados en este estudio, son cercanos a los reportados por
Lewinsohn y colaboradores (2005). En particular, estos autores también
encontraron un mayor contenido de 6-metil-5-hepten-2-ona en el jitomate de la
variedad “mandarina” (567 + 45 ng/g pf), el cual presenta una coloracion similar a
la del genotipo naranja claro estudiado en el presente trabajo. En este sentido,
Rambla y colaboradores (2014) reportan que el contenido de volatiles del aroma
puede presentar una variacion importante entre cultivares y genotipos y afectar la

aceptacion de los consumidores.

6.9 Andlisis sensorial

6.9.1 Color, agrado, frescura y asociacion con volatiles derivados de

carotenoides

Con el fin de profundizar en el efecto de la coloracion y el contenido de volatiles
del aroma derivados de carotenoides en la aceptacion por consumidores
potenciales, se realizaron pruebas de analisis sensorial con los frutos de los
genotipos estudiados. La prueba sensorial 1 se llevé a cabo con genotipos nativos.
El genotipo rojo tuvo la mayor preferencia del color (Figura 12A) y tuvo el mayor
agrado general de parte de los consumidores, mientras que el genotipo amarillo
fue descrito como 'ligeramente desagradable” (Figura 12C). El panel de
consumidores percibio el genotipo naranja como el mas fresco (Figura 12E). En el
analisis de correspondencias (CA), el aroma del genotipo rojo se ubico mas cerca
del ideal y se asoci6é con los descriptores "frambuesa", "citrico" y "miel" (Figura
13A), mientras que en el andlisis de componentes principales (PCA), se asoci6
con el descriptor "herbal" y los volatiles (-ciclocitral y p-ionona (Figura 13E). En
cuanto al sabor, el genotipo naranja se asocié con los descriptores "floral”, "miel" y

"dulce" y fue el mas cercano al ideal, que se asocié con los descriptores "miel" y
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"manzana”, mientras que el genotipo amarillo fue asociado con el descriptor

"medicinal" y se ubic6 mas lejos del ideal (Figuras 13B y 13F).

La prueba 2 se llevo a cabo con las lineas experimentales. El genotipo naranja
claro presentd el mayor agrado (Figura 12D), mientras que el genotipo negro fue
percibido como el méas fresco seguido por los genotipos rojo claro y naranja claro
(Figura 12F). En relacion al aroma, los genotipos rojo claro y naranja claro
estuvieron mas cerca del ideal, y el primero se asoci6 con los descriptores "rosa-
floral" y "frambuesa”, mientras que el segundo se asocio con el descriptor "citrico".
El genotipo amarillo verdoso se ubicé més lejos del ideal y se asocié con el
descriptor "medicinal” (Figuras 13C y 13G). Con respecto al sabor, el genotipo
negro fue el mas cercano al ideal (Figura 13D) y se asocié con los descriptores
“frambuesa" y "herbal" (Figura 13H) a pesar de que los consumidores describieron
inicialmente su color como "ligeramente desagradable". Este genotipo también fue
percibido como mas fresco de lo esperado, lo cual sugiere que los genotipos con
colores distintos al rojo que a primera instancia pueden resultar poco atractivos y
ser percibidos como desagradables, pueden agradar a los consumidores después
de probar el fruto.

Buttery y colaboradores (1987, 1990) reportan umbrales de deteccién bajos para
la mayoria de los volatiles derivados de carotenoides: (0.007 ppb) para B-ionona,
(50 ppb) 6-metil-5-hepten-2-ona, (0.002 ppb) damascenona, (60 ppb)
geranilacetona y (5 ppb) B-ciclocitral (Tabla 3). Dado que los umbrales no son
valores absolutos, que difieren ampliamente entre los panelistas y dependen de
los métodos de medicion, los volatiles en este estudio estan todos en niveles
umbrales o supraumbrales, lo que sugiere que las diferencias en volatiles entre
genotipos podrian explicar en gran parte las diferencias observadas en aroma y
sabor en las pruebas sensoriales. Los resultados de este estudio concuerdan con
lo reportado en la literatura, ya que se ha demostrado que los jitomates con altos
contenidos de compuestos volatiles como [-damascenona, B-ciclocitral, 6-metil-5-

hepten-2-ona y geranilacetona reciben un mayor agrado por parte de los
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consumidores (Vogel et al., 2010; Tieman et al., 2017). Por otra parte, se encontro
una correlacién positiva entre el volatil 6-metil-5-hepten-2-ona y el descriptor
“citrico” tanto en el aroma como en el sabor. Dicho descriptor se asocio al genotipo
naranja claro, el cual presentd mayor contenido de este volatil. Tandon y
colaboradores (2000) reportan que el incremento del volatil 6-metil-5-hepten-2-ona

es importante para el mejoramiento del sabor del jitomate.
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Figura 12. Preferencia del color, agrado general y percepcion de la frescura. La
preferencia del color (A: Prueba 1, B: Prueba 2) y el agrado general (C: Prueba 1,
D: Prueba 2) fueron evaluados mediante la siguiente escala: extremadamente
agradable (+3), muy agradable (+2), ligeramente agradable (+1), ni agrada ni
desagrada (0), ligeramente desagradable (-1), muy desagradable (-2), y
extramadamente desagradable (-3). La frescura (E: Prueba 1, F: Prueba 2) fue
evaluada a través de la escala "justo como lo esperaba” (JAR): mucho mejor de lo
gue esperaba (+2), mas de lo que esperaba (+1), justo como lo esperaba (0),
menos de los que esperaba (-1), mucho menos de los que esperaba (-2). (n = 50
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consumidores por prueba). (R= rojo, N= naranja, A= amarillo, M= morado, RC=

rojo claro, NC= naranja claro, AV= amarillo verdoso, NEG= negro).
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Figura 13. Analisis de correspondencias (CA) y andlisis de componentes

principales (PCA) para sabor y aroma. CA: A: Aroma prueba 1, B: Sabor prueba 1;

C: Aroma prueba 2, D: Sabor prueba 2. PCA: E: Aroma prueba 1, F: Sabor prueba
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1; G: Aroma prueba 2, H: Sabor prueba 2. El porcentaje de variabilidad explicado

se indica en la esquina superior derecha (n = 50 consumidores por prueba).
6.9.2 Analisis factorial multiple (MFA)

En el andlisis factorial multiple (MFA) se incluyeron los resultados de ambas
pruebas agrupadas en cinco categorias: aroma, sabor, volatiles, relacion acidos/
azucares y parametros de calidad (Figuras 14A y 14B). El MFA mostré que los
contenidos mas altos de damascenona, B-ciclocitral y B-ionona se asociaron con
los genotipos rojo y rojo claro, que mostraron una mayor preferencia del
consumidor de sabor y aroma, ya que presentaron un contenido igual o mayor al
umbral del aroma reportado en la literatura (Buttery et al., 1987; Buttery et al.,
1990; Baldwin et al., 2008). Los frutos naranja y naranja claro mostraron una alta
preferencia por parte de los consumidores y se asociaron con un mayor contenido
de azUcares y una mayor relacion SST/AT, mientras que el genotipo naranja claro
se asocio con el volatil 6- metil-5-hepten-2-ona. Los genotipos rojo y rojo claro se
asociaron con carotenoides y volatiles derivados de carotenoides en general. Por
otro lado, los genotipos amarillo y amarillo verdoso mostraron una correlacion
negativa con los volatiles damascenona, B-ionona y B-ciclocitral, asi como con
carotenoides y acidos organicos. Hubo una correlacion positiva entre la dulzura
percibida por el panel de consumidores, los solidos solubles totales y el contenido
de azlcares en los genotipos naranja y naranja claro. El genotipo naranja claro
tuvo la mayor preferencia y simultaneamente el mayor contenido de azucares, asi

como el pH mas bajo debido al mayor contenido de &cidos organicos.

Malundo y colaboradores (1995) encontraron que los contenidos mas elevados de
azucares aumentaban la aceptabilidad del sabor del jitomate cuando el pH se
encontraba cerca de 3.74 (siendo cercano al pH encontrado para el genotipo
naranja claro en este estudio). Aunque el contenido de azucares es responsable
de la dulzura percibida, Tieman y colaboradores (2012) reportan que los

compuestos volatiles también son capaces de afectan la percepcion de la dulzura.
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De esta manera, los coeficientes RV muestran que el aroma estad altamente

correlacionado con los volétiles, el sabor y los parametros calidad (Figura 14B).
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Figura 14. Analisis Factorial Multiple (MFA) y coeficientes RV para prueba 1 (A) y

prueba 2 (B). Los parametros se encuentran agrupados en cinco categorias:

aroma (rojo), sabor (azul), volatiles / carotenoides totales (verde), relacién entre

acidos y azucares (morado) y parametros de calidad (gris). Las tablas incluyen los

coeficientes RV para cada grupo (n = 50 consumidores por prueba).

Uno de los principales retos de la investigacién en frutas y hortalizas, es prestar

mas atenciéon al sabor, asi como a la calidad nutricional y contenido de

compuestos funcionales, lo cual permitira obtener frutos de mayor calidad (Zamir,

2001). La falta de sabor en el jitomate comercial ha dado lugar a numerosas

guejas por parte de los consumidores, ya que en afios anteriores su mejoramiento

se habia llevado a cabo de acuerdo a caracteristicas visuales, como la forma, el

color, el tamafio, la vida de anaquel, asi como por su mayor resistencia a plagas y
rendimiento (Janse y Schols, 1995; Rambla et al., 2014; Zou et al., 2018).
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Los sabores dulce y acido estan entre las caracteristicas mas importantes a
seleccionar para incluir en programas de mejoramiento, ya que aquellos jitomates
que presentan un contenido elevado de &acidos y de azlcares, tienen mayor
preferencia de parte de los consumidores (Causse et al., 2010; Carli et al., 2011).
Ademas, en afos recientes, se ha observado una reduccion de la variabilidad
genética en varios parametros de calidad del jitomate, por lo que los genotipos
nativos son una fuente importante para mejorar el acervo genético de esta
especie, recuperando caracteristicas sensoriales, funcionales, de forma, tamafo,
color, firmeza, o pérdida de peso (Klee y Tieman, 2013; Mahuad et al., 2013). Por
otra parte, tener una mayor diversidad de frutos de jitomate en el mercado
permitiria atender a las necesidades de distintos consumidores, ya que como se
observa en los resultados del analisis sensorial de este estudio, la preferencia es

muy variable entre los mismos.
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7.0 CONCLUSIONES

Se confirmd que el contenido de carotenoides, asi como la procedencia del

genotipo (nativos o lineas experimentales), tienen efectos importantes sobre

diversos parametros de calidad y sensoriales.

Las lineas experimentales presentaron una gran variacion en la morfologia
de la cuticula y de las células epiteliales en comparacion con los genotipos
nativos, sugiriendo que durante el proceso de seleccibn muchas
caracteristicas de la cuticula y la epidermis se han visto modificadas. Los
genotipos nativos se caracterizaron por presentar células epidérmicas de
forma irregular, una cuticula mas gruesa y clavijas anticlinales mas cortas.
Se encontrd una correlacion entre la firmeza y la expresién de PGA, ya que
el genotipo amarillo verdoso presentd la mayor firmeza y una expresion
significativamente menor al resto de los genotipos.

Los genotipos rojos presentaron mayores contenidos de licopeno
(asociados con mayor expresion de PSY1) y B-caroteno (asociado a una
mayor expresion de CYC-B). La mayor concentracion de estos carotenoides
resultdé en una mayor capacidad antioxidante in vitro de la fase lipofilica, asi
como en mayores contenidos de los volatiles derivados de carotenoides -
ciclocitral, B-ionona y damascenona que se asociaron a los descriptores
‘rosa-floral” y “frambuesa”, tanto en sabor como en aroma. Dichos
genotipos presentaron una alta preferencia por parte de los consumidores.
Los genotipos naranja presentaron los contenidos mas altos de azucares, lo
cual se asocido a una alta preferencia por parte de los consumidores.
También present6 el mayor contenido de tocoferoles coincidiendo con una
mayor expresion de VTE-2, DXS y HPPD. El genotipo naranja claro
presentd ademas el contenido mas elevado de acidos organicos, resultando
en un mayor cociente SST/AT, y se asocié a un mayor contenido del volatil

6-metil-5-hepten-2-ona, y al descriptor “citrico”.
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Se encontraron mayores contenidos de vitamina C en los genotipos nativos
rojo y naranja, mientras que el genotipo amarillo presentdé el mayor
contenido de polifenoles totales, resultando en una mayor capacidad
antioxidante in vitro de la fase hidrofilica.

El genotipo negro presentd una pérdida de peso mas lenta en comparacion
con al resto de los genotipos tipo cereza, asociada a una menor relacion
entre el didmetro de la cicatriz del pedunculo y el didmetro del fruto.
Ademas, se encontré cerca del jitomate ideal y fue percibido como el mas
fresco a pesar de su coloracion inusual, la cual es resultado de una
combinacion entre clorofilas, antocianinas y carotenoides.

El genotipo amarillo present6 el mayor contenido de luteina, asociado a una
mayor expresion de LCY-B. Los genotipos amarillo y amarillo verdoso
mostraron contenidos mas bajos de licopeno y B-caroteno, lo cual se asocio
a una mayor expresion de LCY-B, PSY2, GGDR y VTE-5.

Las correlaciones negativas encontradas entre PSY-1 y VTE-5 y entre
licopeno y clorofila, asi como la predominancia de ciertos antioxidantes de
acuerdo a la coloracion, sugieren una regulacion del balance entre
antioxidantes.

Se sugiere que la expresion de los genes de la familia NAC fue mas alta en
los genotipos nativos debido a que su cultivo ha sido llevado a cabo en
condiciones de traspatio, promoviendo el desarrollo de mecanismos de

defensa que garanticen su supervivencia.

La expresion de SINAC1 y SINAC4 fue asociada a la pigmentacion de fruto,
debido a que los genotipos amarillos presentaron una menor expresion. La
mayor expresion de SINAC1 se asoci6 a menores contenidos de
carotenoides en concordancia con lo reportado en la literatura, mientras que
se sugiere que SINAC4 podria estar asociado a la sintesis de luteina.

Los resultados de este estudio respaldan el uso de genotipos de jitomate de
diferentes colores, particularmente nativos ya sea directamente para su

consumo o en programas de mejoramiento, para rescatar compuestos
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funcionales como carotenoides, tocoferoles, antocianinas y vitamina C, asi
como para mejorar la calidad sensorial del jitomate.

Como se propuso en la hipétesis, se encontrd una correlacion positiva entre
el contenido de carotenoides presentes en los genotipos de jitomate de
estudio y la capacidad antioxidante, los contenidos de volatiles derivados de
carotenoides y la aceptacion de los consumidores, mientras que los
genotipos con menor contenido de carotenoides presentaron mayor

contenido de tocoferoles u otros antioxidantes.
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ANEXO 1. Ejemplo de cuestionario aplicado en pruebas sensoriales

Edad: Sexo:
Ocupacion: Delegacion o municipio:

Huela los jitomates enteros y marque con una X los aromas que identifica en cada uno;
también marque en la dltima columna cudl o cuéles aromas encontraria en su jitomate
ideal

563 456 192 372 Jitomate ideal

Herbal
Rosa-Floral
Citrico
Menta

Miel
Manzana
Frambuesa
Humedad
Alcohol-solvente
Humo
Medicinal
Aceite-grasa

Marque con una X qué tanto le agrada cada fruto respecto al color

563 456 192 372

Extremadamente agradable
Medianamente agradable
Ligeramente agradable

Ni me agrada ni me desagrada
Ligeramente desagradable
Medianamente desagradable
Extremadamente desagradable
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Ahora pruebe cada jitomate, y marque con una X cudl o cudles sabores identifica para
cada uno; marque también en la Ultima columna cudl o cuales sabores encontraria en su
jitomate ideal.

563 456 192 372 Jitomate ideal

Herbal
Rosa-Floral
Citrico
Menta

Miel
Manzana
Frambuesa
Humedad
Alcohol-solvente
Humo
Medicinal
Aceite-grasa
Acido

Dulce

Marque con una X qué tanto le agrada cada fruto respecto al sabor y olor

563 456 192 372

Extremadamente agradable
Medianamente agradable
Ligeramente agradable

Ni me agrada ni me desagrada
Ligeramente desagradable
Medianamente desagradable
Extremadamente desagradable

Marque con una X ¢Qué tan fresco le parece cada jitomate? (apreciacion general)

563 | 456 | 192 | 372

Mucho mas de lo que esperaba
Un poco mas de lo que esperaba
Justo lo que esperaba
Un poco menos de lo que esperaba
Mucho menos de lo que esperaba
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iMuchas gracias!
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