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. RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor consumo en
el ambito mundial y tiene gran importancia en la dieta humana, al representar una
fuente rica en compuestos con actividad biolégica. Sin embargo, cuando este fruto es
almacenado a temperaturas inferiores a 12 °C desarrolla un desorden fisioldgico
conocido como dafio por frio (DF), el cual afecta su calidad y puede resultar en
grandes pérdidas econdmicas. Diversos tratamientos se han empleado para inducir
tolerancia al DF (i.e., aplicacion de fitohormonas, ceras, calentamiento gradual y
tratamientos térmicos). Entre éstos, el tratamiento hidrotérmico (TH) induce una
proteccion significativa contra el DF, siendo facil de aplicar y de bajo costo. Por ello el
objetivo del presente trabajo fue Identificar metabolitos asociados con la tolerancia
inducida al DF mediante TH en tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Imperial. Se
analizaron extractos metandlicos mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (EM) y cromatografia de
gases (CG) — EM; también se les determind la actividad antioxidante in vitro
mediante los métodos de ABTS y DPPH. El analisis por HPLC-EM identific6 26
compuestos (20 fendlicos y 6 alcaloides) y 11 fendlicos variaron en respuesta al TH.
CG-EM detectdé 21 metabolitos (5 azucares, 1 aminoacido, 1 alcohol, 6 acidos
organicos, 3 acidos grasos y 4 triterpenos), de los cuales 7 variaron en respuesta al
TH. El dafio por frio de los frutos control se relaciondé con un menor contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante, asi como la liberacion de compuestos
asociados a la membrana como esteroles y acidos grasos que son indispensables
para el funcionamiento de la misma. Los frutos con TH presentaron una mayor

actividad antioxidante asociada con una mayor acumulacion de compuestos como



acido clorogénico y otros cafeoilquinicos, acido cafeico, cafeoil-hexosa I, rutina y
rutina hexdsido. La tolerancia al dafio por frio inducida por el TH parece estar
asociada con una mayor acumulacion de compuestos antioxidantes que protegen la

membrana del estrés oxidativo.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most highly consumed vegetables
worldwide and it is very important in the human diet, representing a rich source of
compounds with biological actitivity. However, fruit stored at temperatures below 12
°C develops a physiological disorder known as chilling injury (Cl), which affects the
fruit quality and can lead to great economical losses. Several treatments have been
used to induce CI tolerance (i.e., application of phytohormones, wax, gradual heating
and thermal treatments). Hot water treatment (HWT) induces a significant protection
against Cl and it is easy to apply at low cost. The objective of the present study was
to identity metabolites associated with CI tolerance induced by HWT in tomate
(Solanum lycopersicum L.) cv Imperial. Methanol extracts were prepared and
analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to mass
spectrometry (MS) and by gas chromatography (GC)-MS; they were also analyzed for
in vitro antioxidant activity by ABTS and DPPH methods. The HPLC-MS analyses
identified 26 compounds (20 phenolics and 6 alkaloids) and 11 phenolics varied in
response to HWT. GC-MS detected 21 metabolites (5 sugars, 1 amino acid, 1
alcohol, 6 organic acids, 3 fatty acids and 4 triterpenoids) and 7 varied in response to
HWT. The CI of the control fruit was associated with a smaller content of phenolic
compounds and antioxidant activity, as well as the release of compounds associated
with the membrane such as sterols and fatty acids that are very important for the
proper function of the membrane. HWT fruit showed higher antioxidant activity
associated with a higher accumulation of compounds that included chlorogenic acid

and other caffeoylquinic acis, caffeic acid, caffeoyl-hexose I, rutin, and rutin-hexoside.



The CI tolerance induced by the HWT appears to be associated with a greater
accumulation of antioxidant compounds that protect the membrane from the oxidative

stress.



ll.  INTRODUCCION

Las frutas y verduras son de gran importancia en la dieta humana por ser una fuente
importante de compuestos bioactivos, tales como vitaminas, carotenoides vy
compuestos fendlicos. Estos compuestos se han relacionado con una menor
probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas, incluyendo enfermedades
cardiovasculares (Willcox y col 2003) (Gomez-Romero y col 2007). El tomate
(Solanum lycopersicum L.) destaca entre otras frutas por su gran disponibilidad
durante todo el afio, precios accesibles y ademas de contener este tipo de
compuestos. El tomate es un fruto climatérico, por lo que el inicio de la maduracién
estd acompafado de un aumento en la velocidad de respiracién y biosintesis de
etileno (Lelievre y col 1997). Por ello, normalmente es almacenado y distribuido bajo
refrigeracion para controlar la maduracion, pero las temperaturas utilizadas no deben
ser inferiores a 12 °C ya que es susceptible a un desorden fisiolégico conocido como

dafio por frio (DF) (Crisosto y col 2002).

El DF es un trastorno complejo que afecta la calidad de los frutos tropicales y
subtropicales y a menudo conduce a graves pérdidas econdmicas (Sevillano y col
2009). Los frutos expuestos a temperaturas bajas sin llegar al punto de congelacion
presentan una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos que se asocian con una
incapacidad para madurar normalmente; éstos incluyen superficie rugosa,
decoloracion, aumento de la tasa de respiracion y pérdida de agua (Saltveit y Morris,
1990). Si bien los sintomas del DF pueden desarrollarse durante el almacenamiento
a bajas temperaturas, la mayoria son visibles después de que el fruto frio se expone

a temperatura de no refrigeracion (20 °C) durante unos dias (Saltveit y Morris, 1990).



Uno de los primeros cambios fisiologicos asociados al DF es el aumento en la
permeabilidad de la membrana, induciendo un incremento en la fuga de iones desde
el interior de las células hacia el espacio intercelular (Saltveit, 2005). Recientemente,
la sintomatologia del DF se ha asociado al estrés oxidativo en los tejidos (Hodges y

col 2004).

Estudios previos han demostrado que frutos tratados térmicamente (40-50 °C) previo
al enfriamiento desarrollan menos sintomas de DF. El beneficio de este tratamiento
en la calidad de los frutos se ha asociado con sobre-expresion de proteinas
especificas, principalmente proteinas de choque térmico (Saltveit, 2005), del sistema

antioxidante y del metabolismo energético (Salazar-Salas y col 2017).

Sin embargo, los estudios sobre la respuesta metabdlica de frutos de tomate al DF y
a la tolerancia inducida por diversos tratamientos poscosecha, como los térmicos,
son insuficientes. Luengwilai y col (2012) mostraron que frutos de tomate cv. Micro-
Tom tratados térmicamente son mas resistentes al DF. Estudios de cromatografia de
gases-masas identificaron metabolitos asociados a esta tolerancia, entre ellos hubo
incrementos de alanina, alantoina, asparagina, acido citrico, fructosa-6-fosfato,
glucosa-6-fosfato, acido miristico y putrecina; mientras que &acido clorogénico,
fructosa, GABA y valina disminuyeron. También relacionaron el DF con un aumento
en los niveles de arabinosa, acido citrico, acido dehidroascorbico, fructosa-6-fosfato,
glucosa-6-fosfato, ramnosa y valina, mientras que los contenidos de acido glutdmico
y acido shikimico disminuyeron. EI mencionado estudio se realiz6 con un fruto
modelo y solo después de 14 dias de almacenamiento en frio, lo que nos da una

vision limitada del efecto del DF en el perfil de metabolitos del fruto, y de los



tratamientos que ayudan a disminuir su impacto. En esta investigacion se utilizo el
genotipo de tomate Solanum lycopersicum cv. Imperial, cultivar de importancia
comercial, para identificar metabolitos relacionados con la tolerancia al dafio por frio
de frutos tratados hidrotérmicamente y sometidos a diferentes tiempos de
almacenamiento a bajas temperaturas y un periodo posterior de maduraciéon para el

desarrollo de sintomas visibles de este desorden.



lll.  REVISION DE LITERATURA

A. TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

1. Generalidades

El jitomate o tomate es originario de la regidn andina en América del Sur,
particularmente de los paises de Peru, Ecuador, Bolivia y Chile, Sin embargo, México
es considerado como el sitio de domesticacion o sitio de origen secundario (Bai y
Lindhout 2007). El nombre de jitomate procede del nahuatl xictli, ombligo y tomatl,
tomate, que significa tomate de ombligo. Las especies silvestres de tomate se han
desarrollado en habitats muy variados, lo que ha contribuido al incremento de su
biodiversidad (Nakazato y Housworth 2011). Sin embargo, a partir de 1890 inici6 el
mejoramiento genético del tomate mediante cruzas para tener variedades con
mejores caracteristicas agrondémicas, sin considerar las nutricionales, y que han

llevado a una pérdida de biodiversidad (Orzolek y col 2004).

2. Importancia econémica

El tomate es uno de los vegetales mas ampliamente cultivados para el consumo
humano, ocupando el onceavo lugar en importancia econémica después del maiz,
arroz, trigo, papa, soya y cafa. En el afio 2016 datos de la FAO (Food and
Agriculture Organization) mostraron una produccion mundial de tomate de
aproximadamente 177,042.3 millones de toneladas, siendo China el principal
productor mientras que México se ubicd en el décimo sitio con una produccion de

4.04 millones (Cuadro 1).



Cuadro 1. Principales paises productores de tomate

Pais Produccion
(Ton)
China 56,308,914
India 18,399,000
Estados Unidos de América 13,038,410
Turquia 12,600,000
Egipto 7,943,285
Italia 6,437,572
Irn 6,372,633
Espafa 4,671,807
Brasil 4,167,629
México 4,047,171
Resto 43,048,00

FAOSTAT (2018)



Cuadro 2. Principales estados productores de tomate en México

Estado Produccion
(Ton)
Sinaloa 745,000
San Luis potosi 334,000
Michoacan 211,000
Zacatecas 192,000
Jalisco 179,000
Baja california 145,000
Puebla 122,000
Sonora 115,000
Morelos 108,000
Resto 597,000
SIAP (2018)
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Ese mismo afo, el estado de Sinaloa ocupé el primer lugar de produccion nacional
con 745 millones, seguido de San Luis Potosi y Michoacan, respectivamente
(Cuadro 2) (SIAP 2018). Las variedades que mas se producen en Sinaloa son
saladette con 63.4% de la produccién total y tomate bola con 28.9% (FAOSTAT
2018, SIAP 2018). La mayor parte de la produccion de tomate es utilizada para
abastecer la demanda del mercado estadounidense y en menor proporcion el de

Canada, asi como algunos paises de Europa y Asia (SAGARPA 2018).

3. Aspectos botanicos

El tomate es un fruto (Bergougnoux 2013) proveniente de una planta herbacea
perenne pero cultivada generalmente como anual en las regiones templadas debido
a que es sensible a las heladas (Jones 1999). El fruto es una baya, generado de un
ovario sincarpico, presenta dos o mas cavidades loculares con placenta carnosa que
contiene numerosas semillas en forma de rifion rodeadas de parénquima de textura
gelatinosa. Los frutos también poseen una piel o exocarpio complejo, formada por
una capa de células pequefias, con una prominente cuticula (epidermis) y dos a
cuatro capas de células colenquimatosas (hipodermis) que le proporcionan una gran
resistencia fisica y baja permeabilidad puesto que no presenta estomas (Figura 1). El
color de los frutos maduros (i.e., rojo, rosa, naranja, amarillo) depende de la variedad
y de la degradacion de la clorofila e incremento en el contenido de carotenoides
(amarillo-anaranjados), siendo licopeno el principal en los frutos de color rojo

(Madhavi y Salunkhe 1998).
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Mesocarpo y endocarpo

Restos del céliz camosos

Loculo con pulpa

Pediculo

Epicarpo (pi
VISTA EXTERIOR DEL FRUTO

Placenta
SECCION LONGITUDINAL

Léculo con pulpa~” o~ Mesocarpo y endocarpo
- €arnosos
SECCION TRANSVERSAL

Figura 1. Estructura fisiologica del fruto de tomate.

Fuente: Osuna (2015)
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4. Taxonomia

Tomando en cuenta relaciones filogenéticas, durante muchos afios se discutio la
pertenencia del tomate a los géneros Solanum y Lycopersicum (Cuadro 3). Sin
embargo, datos morfolégicos y moleculares lo ubicaron dentro del género Solanum
(Spooner y col 2005), concordando con la clasificacion original de Linnaeus en 1753,
y el nombre cientifico actual del tomate cultivado es Solanum lycopersicum (Foolad

2007).

5. Composicion quimicay valor nutricional

La composicion quimica y el valor nutricional del tomate (Cuadro 4) varian segun el
genotipo, condiciones de cultivo y clima; asi como con el grado de madurez, el
tiempo y condiciones de almacenamiento, entre otros aspectos. El tomate contiene
principalmente agua (94%), seguido de azucares libres y acidos organicos que le
proporcionan su textura y sabor caracteristicos (Coronel y Castillo, 2009). Con base
en la materia seca de tomate, el 60% son azlcares, principalmente glucosa y
fructosa, mientras que los acidos citrico y malico representan mas del 10% (Rosello

2011).

El tomate verde maduro sélo contiene a- y B-caroteno, mientras que [-caroteno y
licopeno contribuyen con el 7 y 87% de los carotenoides en el tomate rojo normal
(Madhavi y Salunkhe 1998). El tomate presenta un contenido medio de proteinas,
aminoacidos y lipidos muy bajo. Sin embargo, el tomate es considerado un alimento

funcional debido a los componentes nutracéuticos que presenta (Rosello 2011).

13



Cuadro 3. Clasificacién taxondmica del tomate

Categoria Ejemplo
Reino Plantae
Subreino Traqueobinta

Superdivision
Subdivision
Clase

Orden
Familia
Género

Especie

Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Solanales
Solanaceae

Solanum L.

Solanum lycopersicum L.

NRCS-USDA (2017)
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Cuadro 4. Composicion quimica del fruto de tomate en estado maduro

Componente Contenido por 100 g
de tejido fresco

Componentes mayoritarios (g)

Agua 94.52
Proteina (N x 6.25) 0.88
Lipidos 0.20
Acidos grasos saturados 0.028
Acidos grasos insaturados 0.114
Cenizas 0.50
Hidratos de carbono (por 3.89
diferencia)
Fibra dietaria total 1.20
Azlcares totales 2.63
Glucosa 1.25
Fructosa 1.37
Aminoacidos (g)
Acido glutamico 0.431
Acido aspartico 0.135
Acidos organicos (g)
Citrico 0.43
Malico 0.08
Vitaminas (mg)
Vitamina C (4cido ascérbico total) 13.7
Acido nicotinico 0.594
Vitamina E (a-tocoferol) 0.540
Acido pantoténico 0.089
Vitamina B6 0.080
Tiamina 0.037
Riboflavina 0.019
Vitamina A (Ul) 833
Minerales (mg)
Potasio 237
Fosforo 24
Magnesio 11
Calcio 10
Sodio 5
Otros (ug)
Licopeno 2573
B-caroteno 449

Fuente: USDA (2014)
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Algunos carotenoides del fruto de tomate presentan actividad provitamina A y la
mayoria son antioxidantes, y evidencia cientifica y epidemioldgica los ha asociado
con la prevencién de enfermedades degenerativas relacionadas con la edad, el
cancer, cataratas y enfermedades cardiovasculares. El 3-caroteno presenta la mayor
actividad provitamina A y se ha demostrado que contribuye a disminuir el dafio que
generan los radicales libres. El licopeno también ha sido asociado con beneficios a la
salud debido a su capacidad para secuestrar moléculas de oxigeno singulete y
radicales peroxilo, asi como desactivar especies reactivas que dafian la cadena de

ADN (Collins y col 2006).

La fraccién lipidica del tomate estd compuesta de triglicéridos, esteroles libres y
esterificados, acidos grasos libres e hidrocarburos. Los acidos grasos mas
abundantes en el fruto son linoléico, linolénico, oleico, estéarico, palmitico y miristico

(Madhavi y Salunkhe 1998).

6. Maduracion y poscosecha

La maduracion es un proceso metabdlico complejo el cual culmina en cambios en
color, textura, sabor y aroma en los frutos frescos que los hacen aptos para el
consumo humano. El tomate es un fruto climatérico; presenta tasa respiratoria
relativamente elevada (10, 15, 22, 35y 43 mg CO, h* kg* a 5, 10, 15, 20 y 25 °C,
respectivamente) y emision de etileno moderada, de unos 5 a 8 L de etileno kg™ h™
a 12 °C en frutos rompientes (algo inferior en frutos verdes y superior en los
maduros) y de unos 3 a 10 pL de etileno kg™ h™ a 20 °C (Artés 2007). Algunos de los
cambios ligados a la respiracion y produccion de etileno de tomate son la

modificacion de la estructura y composicion de las paredes celulares, afectando la
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firmeza del fruto, el metabolismo de acidos y azucares, la degradacion de clorofila y

la biosintesis de licopeno (Madhavi y Salunkhe 1998).

La calidad final del fruto de tomate depende en gran medida del manejo adecuado
durante la cosecha y poscosecha. El grado de madurez mas adecuado para la
cosecha de tomate varia con las preferencias del mercado (Cornejo, 2009). Las
etapas de madurez de este fruto son siete, dependientes del cambio de color externo
del fruto, y fueron definidas de acuerdo con los estandares de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) (Cuadro 5).

La vida poscosecha de los productos vegetales se define como el periodo en el cual
un producto mantiene un nivel predeterminado de calidad bajo condiciones
especificas de almacenamiento (Shewfelt 1986). El tomate es un fruto altamente
perecedero y un buen manejo poscosecha disminuye las pérdidas relacionadas con
la senescencia del fruto, dafio mecanico, almacenamiento inadecuado, manipulaciéon
y transporte incorrecto (Ferreira y col 2005). El tomate normalmente es transportado,
almacenado y distribuido a temperaturas entre 10 y 12 °C para controlar la
maduracién y mantener las caracteristicas de calidad, ya que es susceptible a un
desorden conocido como dafio por frio que se presenta cuando los frutos son
expuestos a temperaturas inferiores. Sin embargo, el periodo maximo de
almacenamiento a 10 y 12 °C es de 14 dias, reduciendo la factibilidad de

comercializarlo en paises distantes (Crisosto y col 2002).
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Cuadro 5. Descripcion de las etapas de maduracion del fruto de tomate

Etapa de

D ripciéon Apariencia fisica
madurez escripeio P

Clase

Superficie del fruto
completamente
1 Verde verde, variando
desde tenue a
oscuro

Cambio definido de
verde a amarillo,
2 Rompiente rosa o rojo en no
mas del 10% del
fruto

10 a 30% de la
superficie se
muestra amarilla,
rosa, roja o una
combinacion de
éstos

3 Cambiante

30 a 60% del color
superficial ha
cambiado de verde
a rosa o rojo

4 Rosa

60 a 90% ha
5 Rojo ligero cambiado a rojo-
rosado o rojo

>90% de la
6 Rojo maduro superficie es de
color rojo

Fuente: Adaptado de Grierson y Kader (1986).
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B. DANO POR FRIO

El almacenamiento de frutas y hortalizas a temperaturas cercanas al punto de
congelacion es una de las tecnologias poscosecha mas efectivas para mantener su
calidad y extender la vida de anaquel. Sin embargo, la calidad de productos
tropicales y subtropicales almacenados a bajas temperaturas se ve comprometida
por el dafio por frio (DF), trastorno complejo que disminuye su calidad y conduce a
graves pérdidas economicas (Sevillano y col 2009). El DF es uno de los principales
factores que retrasa el crecimiento y desarrollo de cultivos, reduce su productividad,
puede causar la muerte de la planta, y limita la comercializacion de frutas y hortalizas

(Paull 1990; Park y col 2004).

El tomate es un cultivo subtropical y cuando es expuesto a bajas temperaturas es
susceptible al DF, presentando una serie de cambios fisiolodgicos y bioquimicos,
incluyendo incapacidad para madurar normalmente, superficie rugosa, decoloracion,
aumento de la tasa de respiracion y pérdida de agua (Morris, 1982; Saltveit y Morris,
1990a). EI DF se presenta normalmente cuando el fruto es almacenado a
temperaturas por debajo de su temperatura critica (13 °C) por mas de dos semanas
(Aghdam y col 2012; McDonald y col 1999). La temperatura critica varia entre
productos y se refiere a la temperatura minima que es segura para el
almacenamiento sin que se desarrollen sintomas de DF (Malacrida y col 2006; Wills y
col 1989). Los sintomas visibles de DF en el fruto de tomate incluyen el desarrollo
irregular del color y maduracion, pudricion y picaduras en la epidermis del fruto,

areas sudadas, deterioro acelerado y una mayor susceptibilidad al ataque por
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patégenos como Alternaria tenuis (McColloch y Worthington 1952; Morris 1982;

Luengwilai y col 2012).

1. Mecanismos del dafio por frio

Los sintomas del DF se pueden clasificar en dos categorias: los sintomas de
desarrollo o metabdlicos con caracter cuantitativo como maduracién anormal, pobre
sabor y aroma; y los sintomas fisiolégicos como picaduras, decoloracion,
descomposicion interna, susceptibilidad a dafios mecéanicos y ataque de hongos

(Sevillano y col 2009).

a. Alteraciones en la conformacién y estructura de la membrana celular

Los cambios en la conformacion y estructura de las membranas son considerados
los primeros eventos a nivel molecular del DF y afectan su permeabilidad (Lyons
1973, Raison 1990). Las diferentes formas de DF en las membranas celulares se han
demostrado con el aumento en la fuga de electrolitos, asi como cambios en la
composicion lipidica durante el almacenamiento a bajas temperaturas, los cuales son
similares a los que ocurren durante la senescencia (Marangoni 1996; Yang y col
2009); entre estos cambios los mas significativos son la peroxidacion de lipidos,
aumento en el indice de saturacion de los &cidos grasos, la degradacién de
fosfolipidos y glicolipidos y aumento en la proporcion de esteroles/fosfolipido (Lee SH
2005). Estos cambios en los lipidos de la membrana disminuyen su fluidez, afectan
negativamente su funcionalidad, asi como la de las proteinas membranales
(Marangoni 1996), y finalmente provocan su ruptura, dando lugar a la fuga de agua,
iones y de metabolitos desde el interior de la célula (Lyons 1973). De esta manera,

una de las formas recomendadas para evaluar el dafio a las membranas es midiendo
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la lixiviacion de electrolitos (Marangoni y col 1995, Zhao y col 2009). Otro buen
indicador del dafio de membranas celulares es el nivel de malondialdehido (MDA),
producto final de la peroxidacién de acidos grasos de la membrana (Wise Naylor

1987; Hodges y col 1999).

Por mas de un cuarto de siglo, la hipotesis basica en el estudio del DF ha sido el
cambio de fase de las membranas (Lyons 1973). Sin embargo, Saltveit (2000) indica
gue son varios los mecanismos involucrados en el desarrollo de los sintomas de DF.
Estudios comparativos sobre la transicion de fase de los lipidos en membranas de
dos especies de tomate, Solanum lycopersicum (sensible al DF) y Lycopersicon
hirsutum (especie silvestre tolerante al DF), revelaron que la transicion de fase de los
lipidos totales aislados de mitocondrias, cloroplastos, hojas enteras y frutos ocurrian
a temperaturas similares en las dos especies. Por lo tanto, se puede concluir que la
transicion de fase de los lipidos, per se, no parece ser la causa principal de los

sintomas del DF (Venema y col 2005).

b. Estrés oxidativo

El efecto de las bajas temperaturas sobre la organizacion molecular de los lipidos de
membrana se ha asociado con procesos oxidativos. El almacenamiento a bajas
temperaturas genera estrés que incrementa la concentracion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), las que a su vez inducen la peroxidacion de lipidos. EI aumento
anormal del contenido de ROS proviene principalmente de los cambios en el proceso
de foto-respiracién y la fotosintesis. Entre las ROS mas importantes se tienen al

peréxido de hidrogeno (H.0.), radical superéxido (O,*") y al radical hidroxilo (OH®)
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(Scandalios 1997); éstas atacan las biomoléculas de la célula (i.e., lipidos, proteinas

y DNA), rompen la homeostasis y pueden conducir a la muerte celular (Mittler 2002).

Las plantas se protegen del estrés oxidativo mediante la sobre-expresién de genes
cuyos productos inactivan las ROS. Este sistema antioxidante es complejo e incluye
metabolitos liposolubles como a-tocoferoles y carotenoides, agentes reductores
solubles como glutatién y ascorbato, asi como enzimas redox como catalasa (CAT),
glutatién reductasa (GR), ascorbato peroxidasa (APX) y superdxido dismutasa (SOD)

(Aghdam y col 2013; Malacrida 2006).

El sistema antioxidante de plantas también incluye metabolitos derivados de la ruta
de los fenilpropanoides (i.e., acidos fendlicos, flavonoides, taninos), vitaminas y
terpenoides (Yanishlieva y col 2006). Diversas investigaciones han mostrado el
aumento de algunos de estos metabolitos por efecto de la exposicion a bajas
temperaturas (Bohnert y col 1995; Gusta y col 1996, Hannah y col 2006, Kaplan y col
2004; Kishitani y col 1994). Las modificaciones en los niveles de metabolitos por
efecto del DF son importantes para entender este proceso y para mejorar el manejo

de frutos subtropicales, aumentar su valor de mercado y disminuir pérdidas.

c. Tratamientos que brindan tolerancia al dafio por frio

Los tratamientos que protegen del DF incluyen tratamientos fisicos y el uso de
aditivos quimicos. Entre los primeros se tienen tratamientos térmicos, hidrotérmicos
(TH) y enfriamiento gradual. Recientemente se ha demostrado que tratamientos
hidrotérmicos del fruto de tomate inducen tolerancia al DF (Cardenas-Torres 2013;

Ding y col 2001; Lurie y Klein 1991; Lurie y col 1997; Saltveit, 2005), retrasan el
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proceso de maduracién (Akbudak y col 2007; Vega-Espinoza 2010) y previenen el

desarrollo de pudriciones (Fallik 2004).

Céardenas-Torres (2013) evalué el efecto de un TH (42 °C, 5 min) en frutos de tomate
cv. Imperial almacenados a 5 °C y 12 °C, encontrando que el TH indujo tolerancia al
DF evidenciado por un menor desarrollo de sintomas y una mejor retencion de la
calidad de los frutos, esto es, la pérdida de peso y la firmeza no sufrieron
modificaciones importantes por efecto del TH y el color s6lo se modifico en frutos
almacenados a 5 °C; ademas, la aplicacion del TH causé un menor dafio en las
membranas y una menor peroxidacién de lipidos, asi como un incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)

y ascorbato peroxidasa (APX), confiriéndole a los frutos una mayor tolerancia al DF.

Luengwilai y col (2012) reportaron que la aplicacion de un TH (40 °C, 7 min) en frutos
de tomate cv. Micro-Tom verde-maduro previo al almacenamiento a 2.5 °C por 14
dias, resultdé en un menor desarrollo de sintomas de DF, asi como un menor dafio en
las membranas, lo cual fue evidenciado por una reduccién en la lixiviacion de

electrolitos.

Lurie y col (1997) evaluaron la magnitud del DF en tomates cv. Daniella tratados con
aire caliente (38, 42 y 46 °C, 48 h) y almacenados a 2 °C por 7 dias, en contraste con
tomates sin tratamiento térmico. Los autores encontraron que los tomates sin
tratamiento térmico presentaron mayor dafio, infecciones fungicas y un mayor

deterioro con respecto a los tratados.
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Saltveit (2000) evalu6 el desarrollo de sintomas de dafio por frio en las plantas de
semillero de arroz, pepino y tomate después de tratarlos con agua a 45 °C por 15 min
y almacenarlos a 2 °C de 4 a 7 dias, observando una disminucion en los sintomas
del DF, tomando gradualmente los indices de fuga de iones en tomate en diferentes

dias de almacenamiento.

d. Cambios en la abundancia de metabolitos relacionados con el dafio por frio

El éxito de las plantas en un ecosistema depende de su habilidad para responder al
estrés ambiental (biético o abiotico), y esto viene definido por sus caracteristicas
genéticas que a su vez determinan los productos que se generan de su expresion

(proteoma y metaboloma).

En Arabidopsis thaliana se indujo tolerancia al DF mediante la aplicacién de un
tratamiento térmico. La planta en respuesta al choque térmico incrementd su
tolerancia al DF, lo que fue asociado con un aumento en el contenido de alanina,
asparagina, B-alanina, fructosa, acido y-aminobutirico (GABA), glicerol, malato,
maltosa, manosa, putrescina, rafinosa, succinato, prolina, sacarosa y trehalosa. La
persistencia en la exposicién de la planta a baja temperatura dio lugar a mayores
cantidades de estos metabolitos y produjo la acumulacién de ain mas metabolitos
con propiedades similares, como sorbitol, succinato y trehalosa, los cuales ejercen
efectos aditivos o sinérgicos durante el proceso de aclimatacion y durante la

induccion de termotolerancia (Kaplan y col 2004).

En un estudio similar, Cuevas y col (2008) observaron la acumulacion de putrescina

en plantas de Arabidopsis bajo estrés por frio indicando que es esencial para la
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aclimatacién y sobrevivencia a temperaturas bajas, lo cual correspondi6 con el hecho
de que mutaciones de los genes ADC1 y ADC2 en Arabidopsis disminuyen la
biosintesis de putrescina y reducen la tolerancia a la congelacion en comparacion

con las plantas normales.

Por otra parte, la planta Lolium perennese expuesta a bajas temperaturas presento
una mayor acumulacion de rafinosa; carbohidrato que tiene funciones de
crioproteccion al estabilizar el fotosistema Il en las células vegetales y que disminuye
el impacto de las bajas temperaturas (Knaupp y col 2011). En este sentido, también
se demostré6 que un genotipo de Arabidopsis tolerante a las heladas acumulaba
cuatro veces mas rafinosa cuando se exponia a DF en comparacion con un genotipo

susceptible (Klotke y col 2004).

Otro estudio mostré que frutos de mango (Mangifera indica L. cv. Wacheng) tratados
con un choque de frio (0 °C, 4 h), previo a su refrigeracion, inducia tolerancia al DF,
fendmeno que fue asociado a una reduccion notable de la fuga de electrolitos, un
aumento en la actividad de enzimas detoxificadoras de ROS como la catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa (GR); asi como un incremento en

los niveles de acido ascoérbico, glutation y compuestos fendlicos (Zhao y col 2006).

La aplicacion de brasinoesteroides (BRs) en frutos de tomate (Solanum
lycopersicum) redujo efectivamente los efectos del dafio por frio (DF), como la fuga
de electrolitos, resultando en un aumento en los niveles de compuestos fendlicos y
prolina (Aghdam 2012). Estos resultados sugieren que el tratamiento con BRs induce

tolerancia al DF mediante el incremento en los fenoles totales.
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La fruta calabacin de la variedad Sinatra se sometié a tratamiento hidrotérmico con
el objetivo de estudiar los efectos durante el almacenamiento en frio (Carvajal y col
2015). Los frutos tratados presentaron menor pérdida de peso y electrolitos, asi
como una menor peroxidacion de lipidos en relacion con los no tratados. La
resistencia al DF se asocié con un aumento en las concentraciones de prolina y
expresion de enzimas antioxidantes; sin embargo, registraron una disminucién de la

putrescina, que otros estudios han mostrado su importancia contra el estrés por frio.

Kim y col (2009) identificaron algunos polifenoles (acido galico y galotaninos) en
mango cv. Tommy Atkins que se vieron modificados por la aplicacion de tratamiento
hidrotérmico; los cambios en los niveles de los metabolitos se relacionaron con la

modificacion de la actividad antioxidante del fruto.

Luengwilai y col (2012) identificaron metabolitos asociados con la tolerancia al DF
inducida por un tratamiento de choque térmico en frutos de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Micro-Tom). El perfil metabdlico por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) mostré 363 compuestos en el pericarpio del fruto
y se identificaron solamente 65. La tolerancia al DF inducida por el choque térmico
fue asociada a un incremento en las concentraciones de arabinosa, fructosa-6-

fosfato, valina y acido shikimico.

Algunos metabolitos y fitohormonas juegan un papel crucial en la modulacion de
multiples procesos de desarrollo y en las respuestas celulares a estrés bidtico y
abidtico. Recientemente se ha demostrado que alteraciones en los niveles de

metabolitos relacionados con arginina (poliaminas libres o prolina) se producen en
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respuesta al tratamiento con metil jasmonato (MeJA) en tomate (Biondi y col 2001;
Chen y col 2006; Haggag y Abd-El-Kareem, 2009). La arginasa hidroliza la arginina a
urea y ornitina, ésta ultima es precursor de putrescina y prolina que juegan un papel
importante en la tolerancia al DF (Akiyama and Jin 2007; Yadegari y col 2007; Zhang

y col 2009).

La putrescina y prolina estabilizan la membrana a bajas temperaturas, lo que es
importante en la resistencia de las plantas al estrés por frio. En particular, se ha
sugerido que la actividad antioxidante de la Pro juega un papel importante en la
inactivacion de especies reactivas de oxigeno y en la proteccién contra el DF (Zhang
y col 2009). En el caso de las poliaminas, a pH fisiologico son policatidénicas, pueden
unirse fuertemente a sitios anidnicos de componentes celulares y estabilizar
membranas, lo que justificaria su impacto positivo contra diversos tipos de estrés

abidtico, incluyendo el DF (Groppa y Benavides, 2008).

C. METABOLOMICA

El termino metabolémica fue usado por primera vez por Oliver y col (1998) para
describir el conjunto de metabolitos sintetizados por un organismo de forma analoga
al genoma y proteoma. El metaboloma de un organismo consiste en todos los
metabolitos asociados a una célula/organismo/tejido en una condicion especifica. Por
lo tanto, el metaboloma es dinamico y por lo tanto sélo es una foto instantanea de los
procesos que se presentan en la muestra viva estudiada bajo las condiciones y
tiempo especificos. Un tejido/organismo vivo es muy complejo y el empleo de

nA

estrategias "Omicas" para su estudio genera informacion que adecuadamente
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interpretada da una vision mas completa de lo que ocurre en la muestra estudiada

(Fiehn y col, 2000).

La metabolémica identifica y cuantifica moléculas pequefias producidas por el
metabolismo primario o secundario en los sistemas biologicos, estudia como
cambian los perfiles metabdlicos dentro de un organismo en respuesta a diversas

situaciones tales como enfermedades, estrés bibtico o abidtico (Dunn y col 2005).

Dependiendo del campo de estudio, la metabolomica hace uso de diferentes
estrategias: (a) Analisis dirigido, donde el estudio se enfoca sobre la identificacion y
cuantificacion de metabolitos especificos; (b) Perfiles metabdlicos, analiza el conjunto
de metabolitos que se producen en estados especificos de la muestra y que los
distinguen de otros estados; (c) fingerprinting (huella dactilar), analisis de metabolitos
intracelulares con importancia bioquimica, un analisis global para clasificar la
muestra de acuerdo a su origen o estatus (caso/control, saludable/enfermo) (Fiehn

2002).

El estudio de los metabolomas es complicado por su enorme complejidad y
dinamismo. Una técnica analitica ideal deberia realizarse directamente sobre las
muestras, sin la necesidad de pretratamiento, ademas deberia ser rapida,
reproducible, robusta, sensible y precisa, pero a la fecha no hay una que proporcione
todas estas caracteristicas. Las principales técnicas analiticas que se emplean en
metabolémica estan basadas en espectrometria de masas (EM) y resonancia
magnética nuclear (RMN). La EM es la metodologia que tradicionalmente se ha

utilizado para los estudios de metabolomica, primero basados en la cromatografia de
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gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), que estaba limitada a
muestras volatiles. Posteriormente, se desarrollaron métodos para el estudio de
muestras de mayor polaridad y por lo tanto menos volatiles, mediante la introduccion
de técnicas mas suaves de ionizacién y el uso de otros tipos de cromatografia, como
la de liquidos (HPLC) acoplada a EM (HPLC-EM). La RMN es una técnica muy
robusta y versatil, el proceso de acondicionamiento de muestra para RMN es
sencillo, facilita el andlisis de un gran nimero de metabolitos de forma fiable y
repetitiva, y esta altamente automatizada. La mayor sensibilidad se obtiene con la
EM pero es una prueba destructiva, la RMN requiere de menos procesamiento de

muestra pero es menos sensible.

La electroforesis capilar (CE) acoplada a masas (EM) se ha presentado como una
alternativa prometedora, al igual que la espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). También se han utilizado ensayos enzimaticos en la determinacién de

metabolitos (Zhang y col. 2012).

En afios recientes se han realizado una gran cantidad de investigaciones sobre el
metaboloma de algunas plantas/frutos en diversas condiciones y estados de
desarrollo para establecer asociaciones entre estas variables. Por ejemplo, en pera
(Pyrus communis L. 'La France') se identificaron variaciones en la
composicién/contenido de metabolitos asociadas al desarrollo y maduracion de los
frutos. En particular, 250 metabolitos fueron cuantificados y se clasificaron en seis
grupos en funcién de sus patrones especificos de variacion durante el desarrollo y

maduracion (Oikawa y col. 2015). Estos datos metabdlicos proporcionan informacion
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fundamental que es util para la comprension de la fisiologia de la fruta y la mejora de

las caracteristicas nutricionales de los nuevos cultivares.

El almacenamiento del fruto de tomate a bajas temperaturas le induce estrés y la
metabolémica representa una buena herramienta para entender la respuesta

metabdlica del fruto a esta condicion.

1. Metabol6mica del tomate

El metaboloma del tomate (Solanum lycopersicum L.) fue estudiado y presentado en
la base de datos Metaboloma de tomate (MoTo DB). Fue desarrollado para la
deteccion a gran escala e identificacion de metabolitos en las plantas de tomate y su
incorporacion de estos a los datos en el MoTo DB. La HPLC-EM permitié la
deteccion e identificacion de metabolitos, principalmente de polaridad intermedia
(Moco y col 2006). Estudiaron 96 variedades de tomates rojo maduro, con
mesocarpio naranja, redondo y tipo cherry en diferentes etapas de maduracion, asi
como algunos tomates con piel purpura para el analisis de antocianinas. La
estrategia utilizada para la investigacidon antes mencionada nos da una referencia
clara que la HPLC-EM es una metodologia muy buena para identificar metabolitos en

la presente investigacion.

En el Cuadro 6 se muestran los principales metabolitos identificados en extractos de
frutos de tomate. Al igual que en otros frutos y vegetales, el tomate contiene
compuestos fenolicos como el acido ferulico, acido cafeico, naringenina y acido
clorogénico que se han relacionado con actividades bioldgicas y a los cuales se

asocian beneficios sobre la salud humana (Minoggio y col 2003).
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Cuadro 6. Principales metabolitos identificados en extractos de frutos de tomate.

COMPONENTE FORMULA
Acido p-hidroxibenzoico C7HgO3
Acido salicilico C7HgO3
Acido p-cumérico CgHgO3
Acido ferdlico C10H1004
Quercetina C15H1007
Kaempferol C15H106
Tomatidina C,7H45NO>
Naringinina C15H120s
Licoperosido H CsoHgsNOo»
Acido cafeico CoHgO4
Naringenin chalcona Ci5H1205
Rutina C27H30016
Acido cinamico CoHgO>
Acido vanilico CgHgO4
Tomatina Ca3H55NO>
Isoquercitrina C21H20012
Acido clorogénico C16H1509
Acido ferulico C10H1004

Fuente: Moco y col (2006)
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Quercetina y kaempferol son compuestos polifendlicos que se encuentran en los
alimentos O-glicosilados con el aztcar unido, comumente, al hidroxilo en la posicion
3 de la estructura del flavonoide (C6-C3-C6) y se ha sugerido que su consumo tiene

efectos benéficos en la salud.

Gomez Romero y col (2010) analizaron el metaboloma de extractos metandlicos de
las variedades de tomate Daniela (rojo maduro), Raf (verde a medio madurar) y
Rambo (ranuras verdes medio madurar), originarias de Espafia y cultivadas en
Almeria, para lo cual realizaron la caracterizacion por HPLC-DAD (DAD, detector de
arreglo de diodos) y espectrometria de masas. Los autores identificaron 135
compuestos de diferentes clases estructurales y los mas abundantes fueron
fendlicos. La variedad Daniela present6 un mayor contenido de fendlicos y ocho de
éstos no fueron detectados en las otras variedades (acido gentisico, &cido
homovanilico hexosa Ill, naringenina dihexosa | y Il, apigenina acetilhexosida,
eriodictiol, eriodictiol chalcona y quercetina). En todas las variedades estudiadas, el
acido hidroxicinamico y sus derivados son la familia mas abundante de fenoles en el

fruto: Daniela 58%, Raf 78%, y Rambo 81%.

Cataldi y col (2005) reportaron que muchas plantas de la familia Solanaceae,
incluyendo al tomate, producen metabolitos toxicos conocidos como glicoalcaloides
esteroidales, los cuales contienen nitrogeno en su estructura unido con una cadena
de azucar (tres o cuatro unidades) y un resto esteroidal (aglicona) unido al grupo 3-
hidroxilo, posiblemente como una defensa contra bacterias, hongos, virus e insectos
(Friedman 2013). La a-tomatina y dehidrotomatina son las principales saponinas que

se producen en el tomate, aunque varios estudios han cuantificado pequefias
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cantidades de otros glicoalcaloides en tomate, como esculésidos A y B o

licoperésidos (Dall'Asta y col 2009).

Gall y col (2003) transformaron plantas de tomate con los factores de transcripcion
de maiz C1 y LC para aumentar la produccion de flavonoles en los frutos, los perfiles
metabolicos se analizaron en diferentes etapas de maduracion mediante RMN. En
relacion con los frutos de plantas no transformadas, se observaron diferencias
significativas en el contenido de los seis principales glucésidos de flavonoides,
principalmente  kaempferol-3-O-rutinésido, con incrementos adicionales en
kaempferol-3,7-di-O-glucosido, kaempferol-3-O-rutinésido-7-O-glucésido,
kaempferol-3-O-glucosido, dihidro-kaempferol-O-hexésido, y la naringenin-7-O-

glucoésido.

Osorio y col (2012) estandarizaron la CG-EM para establecer el perfil metabolémico
de tomate con la finalidad de detectar e identificar metabolitos polares, entre los que
se encontraron acidos organicos, aminoacidos, azucares, alcoholes, compuestos
fosforilados y compuestos lipofilicos, lo que indicé que CG acoplada a EM seria de
utilidad en nuestra investigacion para identificar metabolitos que mediante HPLC-EM

no son detectados.

A pesar de lo anterior, hasta el momento no se cuenta con suficiente informacion
sobre las modificaciones de los metabolitos del tomate con relacion a la tolerancia o
sensibilidad al DF. El tomate es muy importante para la agricultura y economia de

Sinaloa y uno de los cultivares mas importantes es el Imperial; por lo tanto, resulta
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interesante investigar cambios en los niveles de metabolitos del fruto relacionados

con la tolerancia al DF inducida por tratamiento hidrotérmico.

2. Metabolitos y actividad antioxidante en tomate

Diversos estudios han establecido que los compuestos fendlicos son los principales
responsables de la actividad antioxidante del tomate. En este sentido, un aumento de
estos metabolitos inducido por algun tipo de estrés corresponderia a un incremento
en la capacidad antioxidante del fruto. En el Cuadro 7 se muestran las principales
familias de compuestos fendlicos. Varios de estos compuestos se encuentran en la

naturaleza como glicésidos y/o en forma de ésteres (Barros y col 2012).

Martinez-Valverde y col (2002) analizaron nueve variedades comerciales de tomate
(Rambo, Senior, Ramillete, Liso, Pera, Canario, Durina, Daniella y Remato) en
cuanto a su contenido de compuestos fenolicos y actividad antioxidante, encontrando
gue los mas abundantes eran quercetina y acido clorogénico. Ademas, encontraron
gue algunos compuestos fendlicos individuales estan relacionados con la capacidad

antioxidante mostrada, entre ellos los acidos ferulico y cafeico.

Raffo y col (2002) evaluaron la actividad antioxidante por el método ABTS de las
fracciones hidrofilicas y lipofilicas de tomate cherry (cv. Naomi F1). La fraccion
hidrofilica (acido ascoérbico y compuestos fendlicos) mostré los mayores valores de
actividad antioxidante (174-270 uM equivalentes de Trolox/ 100 g de peso fresco) en
comparacion con la fraccion lipofilica (15-36 pM equivalentes de Trolox/ 100 g de
peso fresco), la cual a su vez presenté una correlacion positiva (p < 0.05) con la

actividad antioxidante.
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Cuadro 7. Clasificacion de compuestos fendlicos

Numero de Esqueleto Clasificacion Estructura
carbonos basica
7 Cs-C1 Acidos fendlicos QCOOH
O
8 Cs-Co Acetofenonas @—{
OCH3
< o COOH
8 Ce-C> Acido fenilacético Q_/
Acidos / COOH
9 Cs-C3 . L @J
hidroxicinamicos
_ 0_0
9 Cs-C3 Cumarinas ©/\j
7
O
10 Ce-Cy Naftoquinonas (:qj
0]
O
13 C6-C1-Cé Xantonas
O
14 Cs-Cr-Cs Estilbenos O ~ O
15 Cs-C3-Cs Flavonoides 0 O

Fuente: Crozier (2006)
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Sin embargo, de los componentes de la fraccion hidrosoluble solamente el acido
cafeico mostré una correlaciéon significativa (r = 0.933, p < 0.05) con la actividad
antioxidante, lo que sugiere que la actividad antioxidante total depende también de
los efectos sinérgicos entre todos los antioxidantes solubles en agua y su interaccion

con otros componentes de la fraccion.

Kavitha y col (2014) realizaron un estudio en distintos genotipos de tomate (i.e.,
hibridos, variedades, tomates tipo cherry, especies silvestres, lineas de germoplasma
de élite, hibridos interespecificos y poblaciones de retrocruzamiento) con el objetivo
de seleccionar lineas con alta actividad antioxidante y alto contenido de solidos
solubles totales para su uso en programas de mejoramiento de cultivos. Los
resultados indicaron que las especies silvestres e hibridos interespecificos fueron
mejores fuentes de compuestos fendlicos. Ademas, evaluaron la correlacion entre el
contenido de compuestos antioxidantes (i.e., fendlicos totales, flavonoides totales,
vitamina C y carotenoides totales) y la actividad antioxidante evaluada por los
métodos FRAP y DPPH, encontrando una alta correlacién (p < 0.01) con el contenido
de fendlicos totales (FRAP r = 0.92, DPPH r = 0.94) y flavonoides totales (FRAP r =
0.96, DPPH r = 0.95).

Gbémez y col (2009) evaluaron la actividad antioxidante por el método DPPH en
tomate Micro-Tom almacenado en condiciones 6ptimas y en condiciones de dafio por
frio; para frutos en estado rompiente concluyeron que los cambios en actividad
antioxidante y contenido de fendlicos en las diferentes fracciones obtenidas estan
relacionados, y que los fendlicos contribuyen considerablemente a la actividad

antioxidante de tomate Micro-Tom. Resultados similares fueron obtenidos por Toor y
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Savage (2005), en frutos de tomate cv. Excell, Tradiro y Flavourine; el 92% de la
actividad antioxidante total en los tomates corresponde a la fraccién soluble, la cual

puede atribuirse en un 62-72% a compuestos fendlicos solubles.

En este contexto resulta interesante establecer los cambios en perfiles metabdlicos, y
especificamente en fendlicos, y en la actividad antioxidante de frutos de tomate
cultivar Imperial almacenados a temperatura de dafio por frio durante diferentes
periodos. Esto permitirh mejorar el entendimiento de la respuesta metabdlica del fruto
de tomate al estrés y para el desarrollo futuro de mejores estrategias de manejo

poscosecha.
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IV. JUSTIFICACION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas mas
importantes en el mundo y como la mayoria de los frutos subtropicales es susceptible
de dafo por frio (DF). El DF se presenta cuando el fruto se expone a temperaturas
inferiores a los 12 °C durante su manejo poscosecha. La aplicacion de tratamiento
hidrotérmico (TH) en el fruto de tomate reduce los sintomas de DF y mantiene su

calidad.

A la fecha no existen reportes sobre la variacion de metabolitos relacionados con la
tolerancia al DF inducida por TH en frutos de tomate cv. Imperial, un genotipo de
gran importancia econémica en el estado de Sinaloa. Por ello, en el presente estudio
se planteé identificar los metabolitos asociados con la tolerancia inducida al DF en
frutos de tomate (Solanum lycopersicum cv. Imperial) tratados hidrotérmicamente
antes de ser sometidos a temperaturas de DF (5 °C). Los resultados obtenidos
contribuyen al entendimiento de los mecanismos implicados en la tolerancia al DF

inducida por el TH.
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V. HIPOTESIS

El tratamiento hidrotérmico en fruto de tomate induce cambios en metabolitos

especificos que estan asociados a una mayor tolerancia al dafio por frio.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Identificar metabolitos asociados con la tolerancia inducida al dafio por frio mediante

tratamiento hidrotérmico en tomate cv. Imperial (Solanum lycopersicum L.).

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el efecto del tratamiento hidrotérmico y del almacenamiento a
temperatura de dafio por frio de frutos de tomate cv. Imperial sobre su

contenido y perfil de metabolitos.

Identificar los principales metabolitos asociados con la tolerancia al dafio

por frio inducida por el tratamiento hidrotérmico de frutos de tomate.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y su relacion

con los metabolitos y tolerancia al dafio por frio.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. MATERIAL BIOLOGICO

Se utiliz6 pericarpio congelado (-70 °C) de frutos de tomate cv. Imperial que
previamente fueron almacenados a temperatura de dafio por frio (DF) (5 °C) de 0 a
20 dias, seguido de un periodo de maduracion a 21 °C por 7 dias. La mitad de los
frutos recibieron un tratamiento hidrotérmico (TH) (42 °C, 5 min) previo al
almacenamiento en frio, mientras que la otra mitad sin tratamiento se utiliz6 como

control.

B. METODOS

1. Preparacion del extracto metandlico

La extraccion de los metabolitos se realizo siguiendo la metodologia reportada por
Gomez-Romero y col (2007) con algunas modificaciones. Se pesaron 500 mg de
tejido liofilizado y se mezclaron con 5 mL de metanol, la mezcla se agité con un
vortex durante 10 s, posteriormente se sonicé durante 15 min a 25 °C, seguido de
una centrifugacion a 10,000 g por 15 min; el sobrenadante se recuperoé y se transfirid
a un vial ambar. Esta extraccion se realizO por triplicado hasta un volumen
aproximado de 15 mL. El disolvente se elimin6 al vacio (40 °C) con un evaporador
rotatorio (BUCHI Labortechnick AG, Suiza) y el extracto obtenido se resuspendié en
2 mL de metanol, se sonicé por 5 min y finalmente se mezcld vigorosamente por 5

min utilizando un vortex. El extracto se paso por un filtro de 0.45 pM.
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2. Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de polifenoles totales se midio utilizando la metodologia de Singleton y
col (1999). El extracto (24 puL) se mezclo con 220 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau
y se dejo reposar 3 min, se le afiadieron 60 pL de carbonato de sodio al 7% (p/v) y se
mezclé cuidadosamente, se dejo incubar a 40 °C por 30 min y se determind la
absorbancia a 750 nm. La cuantificacion se baso en una curva estandar de acido
galico (AG) (1.18-250 pug AG/mL). Los resultados se expresaron como miligramos
equivalentes de AG por 100 gramos de muestra en base humeda (mg EAG/100 g

b.h.)

3. Perfil de metabolitos
a. Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) vy

espectrometria de masas (EM)

La separacion de metabolitos se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por
GOmez-Romero y col (2010) utilizando un equipo HPLC modelo Accela con detector
de arreglo de diodos (HPLC-DAD) (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Se inyect6
una alicuota de 10 pL del extracto metandlico y la separacién se realiz6 en una
columna FORTIS C18 (3um, 50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies Ltd., Cheshire,
Inglaterra) utilizando como fases mdviles agua: acido formico (1%) (Solvente A) y
acetonitrilo (Solvente B) a una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. Se utiliz6 un
gradiente de elucion iniciando con 99.5% del solvente A y 0.5% del solvente B hasta
un 40% de A y 60% de B al minuto 40. Finalmente, la columna fue equilibrada con

100% del solvente A durante 5 min, el tiempo total de corrida fue de 45 min. La
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deteccién se realizdé a 280, 320 y 350 nm. Se utilizaron como estandares internos

acido protocatecuico y daidzeina.

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizé empleando curvas de
calibracion obtenidas por inyeccion de concentraciones conocidas de estandares
comerciales de los acidos cafeico, siringico, ferulico, p-cumarico y clorogénico para
acidos fendlicos; asi como de rutina, quercetina, kaempferol y naringenina para
flavonoides. Los resultados fueron expresados como mg/100 g b.h. En el caso de
alcaloides, sus niveles se expresaron como valores relativos con respecto al control

al dia cero de almacenamiento en frio.

El cromatografo de liquidos se acoplé a un espectrometro de masas de trampa de
iones lineal LTQ-XL (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Los metabolitos se
identificaron siguiendo la metodologia reportada por Gémez-Romero y col (2010)
utilizando una fuente de ionizacion por electroasperjado (ESI) operando en modo
positivo/negativo con voltaje y temperatura del capilar de 35 V y 300 °C,
respectivamente. La adquisicion de los datos se llevé a cabo con ayuda del software
Xcalibur version 2.2 (Thermo Fisher Scientific) en modo de escaneo completo
utilizando una relacién m/z de 110 hasta 2000. Este analisis permitié conocer el peso
molecular y fragmentos generados de los compuestos, informacién que se usé para

su identificacion.

b. Andlisis por cromatografia de gases (CG) y espectrometria de masas (EM)

Los extractos metanolicos se derivatizarén siguiendo la metodologia reportada por

Wang y Zuo (2011) con algunas modificaciones. Una alicuota de 50 pL del extracto
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metandlico se mezclé con los agentes derivatizantes, 50 puL de piridina y 50 uL de
BSTFA + 1% TMSCI. Al tubo con la mezcla se le evacu6 el oxigeno con una corriente
de N, (g). La reaccién de derivatizacion se llevo a cabo a 70 °C durante 2 h. La
mezcla derivatizada se analiz6 mediante un cromatégrafo de gases HP6890
acoplado con un espectrémetro de masas 5973N (Agilent Technologies, EUA). Los
compuestos se separaron en una columna capilar QUADREX 007 CARBOWAX 20M
(30 m x 0.25 mm i.d., espesor de pelicula 0.25um). La separacion se realiz6 con un
gradiente de temperatura: 60 °C durante 1 min, 5 °C/min hasta 200 °C vy
posteriormente 10 °C/min hasta 275 °C, permaneciendo asi por el resto del andlisis.
La temperatura de inyeccion se fijo en 250 °C mientras que la interface se fijo en 300

°C. El gas acarreador fue helio a un flujo de 0.9 mL/min.

La EM se hizo funcionar en el modo de ionizacién por impacto de electrones (IE) con
energia electronica de 70 eV. Los componentes se identificaron por comparacion de
sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST espectros de masas
(NISTO08.LIB) y la cantidad relativa de cada componente se determind dividiendo el
area de su pico entre el area del pico del acido palmitico que no presentd cambios

significativos durante el almacenamiento.
4. Actividad antioxidante

a. Método ABTS
El ABTS™ (acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) es un radical libre
generado por una reaccion que puede ser quimica (persulfato de potasio), enzimatica

(peroxidasa) o electroquimica. Este método mide la actividad antioxidante de
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compuestos de varias polaridades, incluyendo carotenoides, compuestos fendlicos, y

algunos antioxidantes del plasma.

El radical cationico ABTS™ es un cromoforo que tiene las maximas absorbancias a
longitudes de onda de 645, 734 y 815 nm. El método cuantifica la decoloracién del
ABTS™ debida a la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de electrones
(Re y col 1999); y los resultados se expresan como porcentaje de inactivacion del
radical. El ensayo de actividad antioxidante se realizé mediante una adecuacion en
microplaca del método de Re y col (1999). El radical ABTS™ se generé mezclando 5
mL de una disolucién de ABTS (7 mM en agua desionizada) y 5 mL de persulfato de
potasio (2.45 mM). La mezcla se mantuvo en oscuridad y en reposo durante 16 h a
temperatura ambiente. La disolucion de ABTS™ fue diluida con PBS (pH 7.4, 10 mM)

hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70 (£ 0.02) a 734 nm.

Para el ensayo se mezclaron 292.5 pl de la disolucién de ABTS™ con 7.5 pl de
muestra. Como blanco se utilizé una mezcla de 7.5 yL de metanol y 292.5 uL de
disolucién de ABTS™. La lectura de la absorbancia se ajusté a cero con 300 L de
PBS. Las microplacas fueron incubadas en una estufa a 37 °C durante 10 min para
posteriormente tomar lectura de la absorbancia a 655 nm usando un lector de
microplacas 680 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Los resultados fueron comparados
con una curva estandar de Trolox y se expresaron como equivalentes de Trolox
(umol ET/ 100 g b.h.). El porcentaje de inhibicion se obtuvo con la siguiente férmula:

[(AbSplanco — ABSmuestra)/ADSpjanco] X 100.
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b. Método DPPH

La evaluacion se realizd de acuerdo al método propuesto por (Brand-Williams y col
1995) con pequeiias modificaciones. EI compuesto 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH)
es un radical estable. La deslocalizacion del electron del DPPH le confiere a la
solucion un color azul-violeta intenso. El DPPH en solucion al reaccionar con una
sustancia capaz de donar un atomo de hidrégeno o un electron es reducido y
presenta un color amarillo palido. El ensayo se realiz6 en microplaca en la cual se
mezclaron 280 uL del radical DPPH (150 mM en metanol) y 20 yL de muestra. Como
blanco se utilizé una mezcla de 20 yL de metanol y 280 uL del radical. La microplaca
se dej6 en reposo por 30 min a 37 °C en oscuridad y posteriormente se tomé lectura
de la absorbancia a 540 nm usando un lector de microplacas 680 (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). Los resultados se compararon con una curva estandar de Trolox y se
expresaron como pmol ET/ 100 g b.h. El porcentaje de inhibicién se obtuvo con la

siguiente formula: [(AbSpianco — AbSmuestra)/AbSpianco] X 100.

5. Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza de dos factores: tratamiento poscosecha (Control,
TH) y condiciones de almacenamiento en frio (0 y 20 dias) mas maduracién (7 dias).
Se realizdé una comparacion de medias entre los tratamientos utilizando la prueba de
Fisher (LSD) con un o= 0.05. Todos los analisis se realizaron con el paquete

estadistico Design Expert 10.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. EFECTO DEL TRATAMIENTO HIDROTERMICO (TH) Y EL
ALMACENAMIENTO EN FRIO SOBRE EL CONTENIDO Y PERFIL DE

METABOLITOS EN FRUTOS DE TOMATE
1. Fenélicos Totales

El contenido de fendlicos totales de los frutos control y con TH almacenados a baja
temperatura (5 °C) se muestra en la Figura 2. El valor obtenido para el control al dia
0 fue de 128 mg EAG/100 g, el cual cae dentro del rango de valores reportados en
otros cultivares comerciales como Comprido (85 mg EAG/100 g) y Batateiro (294.2
mg EAG/100 g) (Barros y col 2012). Los frutos almacenados por 20 dias 5 °C
presentaron un aumento significativo de los fendlicos totales, comparado con el
contenido de frutos del dia O (control y TH). Estudios previos en plantas de tomate
han mostrado que el estrés por calor y frio inducen la produccion de fenolicos (Rivero
y col 2001). Probablemente, el estrés incrementa la expresion de la fenilalanina
amonio liasa (PAL), enzima clave en la sintesis de fendlicos. Gémez y col (2009)
registraron resultados similares encontrando que frutos de tomate cv. Micro-Tom

almacenados a 6 °C por 20 dias incrementaron su contenido de fendlicos totales.

47



200 ~
180
160 I

h
=
NS
© o

1 1
—
—

100 Control
80 - mTH

60 -
40

mg EAG/ 100g b.h.

0d5°C 20d5°C 20d 5°C+7 d 21°C

Figura 2. Efecto del tratamiento hidrotérmico sobre el contenido de fendlicos totales en frutos
de tomate durante el almacenamiento a 5 °C y maduracién a 21 °C. Los valores son la media

de tres réplicas y las barras indican LSD=18.91 mg EAG/ 100 g b.h.
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En los frutos sometidos a DF y maduracion (20+7) (Figura 2), los fendlicos totales de
los frutos control disminuyeron ligeramente (p>0.05) con respecto a los que sélo se
sometieron a 5 °C por 20 dias. Esta disminucion podria deberse a la pérdida de la
integridad de la membrana vacuolar y/o disminucién de su sintesis debido al estrés
por frio. En relacion con los frutos sometidos a TH, éstos presentaron mayor
contenido de fendlicos que los frutos control (p<0.05) (Figura 2). Este
comportamiento sugiere que el TH indujo una mayor sintesis de compuestos
fendlicos y corresponde con lo reportado por otros autores, quienes consideran a la
PAL como una enzima clave para la aclimatacion celular contra el estrés térmico en
las plantas (Bharti y col 1997; Dixon y col 1995; Chen y col 2008). Asimismo, indica
qgue el fruto llegbé a esta etapa de maduracion sin dafios considerables por el frio,
manteniendo la integridad de las membranas de cloroplastos, asi como de vacuolas,
favoreciendo la maduracién regular del fruto y aumento en la sintesis de fendlicos.
Un aumento en los fendlicos totales podria indicar que la actividad antioxidante del
fruto aumenta, lo cual seria clave para contrarrestar de mejor manera el estrés
oxidativo generado por el estrés al que esta sometido el fruto. Como se mostrara
mas adelante, se encontr6 una correlacion significativa entre el contenido de

fendlicos totales y la actividad antioxidante in vitro evaluada por dos métodos.
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2. Separacion e identificaciéon de compuestos fendélicos por HPLC-DAD-EM

En la Figura 3 se muestra un cromatograma tipico del extracto del fruto de tomate.
De los 26 picos numerados, 20 correspondieron a compuestos fendlicos (7
flavonoides y 13 acidos fendlicos) y 6 corresponden a compuestos alcaloides. Los
compuestos fueron identificados por comparacién con su estandar comercial, tiempo
de retencién, espectro UV y por la fragmentacion generada en el andlisis con

espectrometria de masas (MS).

La literatura registra que flavonas y flavonoles presentan dos principales picos de
absorcion en la region de 200 y 400 nm. Estos son referidos cominmente como
banda | (300-380 nm), la cual esta asociada con la absorcion atribuida al anillo B del
sistema cinamoilo, y banda Il (240-280 nm), atribuida a la absorcion del sistema A del
anillo benzoilo (Figura 4). La estructura de los derivados del acido hidroxicindmico
contiene un sistema cinamoilo, el cual es responsable de la banda | de absorcion
(310-325 nm) en el espectro UV (Abad-Garcia y col 2009), lo cual coincide con

algunos de los componentes de los extractos metandlicos.

Los compuestos 2 y 5 presentaron el mismo idbn molecular m/z 341 y un patron de
fragmentacion similar, caracterizado por la pérdida de un hexésido (162 Da) y
generando un pico base de m/z 179 que corresponde a la masa molecular del acido
cafeico y otros dos fragmentos con m/z 161 [acido cafeico-H-H,O] y m/z 135 [4cido
cafeico-H-CO,] . EI patrén de fragmentacion corresponde al reportado por
Vallverdu-Queralt y col (2011) y los compuestos fueron identificados como cafeoil

hexosa l y Il.
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Figura 4. Espectro UV-visible caracteristico de flavonoides (A) y acidos fendlicos (B)

observado en los extractos metanodlicos analizados.
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El espectro de masas en modo negativo del pico 8 mostro el ibn molecular m/z 353
[M=H]~, cuyo MS? generé un ién m/z 191 que corresponde al &cido quinico. El
compuesto 8 fue identificado como &cido clorogénico, y el peso molecular y patron de

fragmentacion corresponde al registrado por Vallverdd-Queralt y col (2011).

El pico 12 presentd un i6n molecular m/z 741 [M-H] del que se derivaron los
fragmentos m/z 609 y m/z 301, debido a la pérdida de pentosilo [M—-H-132] y
rutinosilo [M—H-132-308]’, respectivamente. De esta forma el pico 12 fue identificado
como rutina pentdsido (quercetin-3-O-pentosil-rutinésido) de acuerdo con lo

reportado por Barros y col (2012).

El espectro de masas del pico 13 coincide con el del estandar comercial rutina,
caracterizado por el ion molecular m/z 609 [M-H] y su fragmento m/z 301 (Figura
5). Moco y col (2007), Gomez-Romero y col (2010), Vallverdu-Queralt y col (2011), y
Barros y col (2012) observaron previamente la presencia de rutina en diferentes
cultivares de tomate, reportando los mismos fragmentos que se observaron en este

estudio.

El pico 15 se identific6 como &cido dicafeoilquinico por la presencia del i6n molecular
m/z 515 [M—H] vy del fragmento m/z 353 [M-H-162]", correspondiente a la pérdida de
acido cafeico. Los datos espectrométricos son iguales a los registrados previamente
por Vallverdd-Queralt y col (2011). En el Cuadro 8 se muestra el resumen de la

identificacion de los compuestos fendlicos.
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3. Contenido de compuestos fendlicos

La cuantificacion de los compuestos fendlicos para los cuales no se tuvo estandar se
realiz6 empleando curvas de calibracion de estandares con estructura similar (Figura
6). Cafeoil hexosa | y Il fueron cuantificados como equivalentes de acido cafeico, los
acidos fenodlicos como equivalentes de acidos siringico, ferulico, p-cumarico y
clorogénico, mientras que los flavonoides se expresaron como equivalentes de

rutina, quercetina, kaempferol y naringenina.

Cabe mencionar que en la literatura no se encontrd informacion de la concentracion
de estos compuestos bajo condiciones similares a las del presente estudio, por lo
gue la comparacion se realizd entre frutos control y con TH para observar los
cambios que pudo inducir el tratamiento durante el almacenamiento en frio y

después de la maduracion.

El analisis del dia 0 mostré6 que el TH diminuyd la concentracion de algunos
metabolitos importantes como rutina y acido clorogénico, e incrementd el de
compuestos derivados del acido cafeico como la cafeoil hexosa | y el acido 5-
cafeoilquinico (Cuadro 9). Estos cambios podrian deberse a la conversion de rutina 'y
acido clorogénico a sus derivados, los cuales podrian ser mas estables bajo el
estrés. El acido clorogénico fue el mas abundante en los frutos control y presento el
valor mas alto al dia 0 (4.281 mg/ 100 g b.h.), valor superior a lo reportado por Zanfini
y col (2017) en cinco cultivares de tomate (0.886-1.754 mg/ 100 g b.h.). Gomez y col
(2009) también observaron que la mayor concentracion de &acido clorogénico se

presenta en la etapa temprana de maduracion.
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Figura 6. Curvas de calibracion de estandares utilizadas en la cuantificacion de

compuestos fendlicos.

57




Cuadro 9. Contenido de compuestos fendlicos en frutos de tomate control (C) y con

tratamiento hidrotérmico (TH)*

Pico” Identidad Trat Dias a 5°C /dias de maduracién (21°C)
0/0 20/0 2017
1 Derivado de &cido siringico ~ TH 1.53+0.12*" 1.17 £ 0.02°¢ 1.34 +0.12%
hexésido C 1.25+0.09™ 0.80 +0.06™ 1.10 £0.05>
2 Cafeoil hexosa | TH 0.44 + 0.04%° 0.09 + 0.01° 0.50 + 0.02**
C 0.13 £ 0.01 0.22 +0.02* 0.18 +0.01°®
3 Quercetin-3-rut-7-hexdésido TH 0.29 + 0.01* 0.22 +0.01%* 0.42 +0.02*
(Rutin-hex) c 0.29 + 0.02* 0.23 +0.01% 0.26 + 0.01°°
4 p-Coumaroil hexosa Il TH 0.12 +0.01™ 0.15+0.01"™ 0.31 +0.02*
C 0.15 + 0.01* 0.18 + 0.01%* 0.21 +0.01”*
5 Cafeoil hexosa Il TH 0.15 + 0.01% 0.19 + 0.02"® 0.29 +0.01*
C 0.14 + 0.01%*° 0.28 +0.01* 0.29 + 0.02**
6 Acido 5-cafeoilquinico TH 1.18 +0.15* 0.58 + 0.04"® 1.17 £ 0.03*
C 0.66 +0.12" 0.78 £ 0.02%° 0.94 +0.01”*
7 Ac. cafeico TH 0.32 +0.02%*° 0.25 +0.01™ 0.44 + 0.05*
C 0.32 £ 0.05* 0.48 + 0.01* 0.31 +0.02"®
8 Ac. clorogénico TH 1.74 + 0.04"" 0.87 +0.05™ 1.56 + 0.10*
C 4.28 +0.03* 0.78 + 0.06™ 0.86 + 0.06™
9 Feruloil hexosa | TH 0.06 + 0.01™ 0.09 + 0.01%* 0.24 +0.03*
C 0.13 +0.01* 0.01 +0.01% 0.16 +0.01”*
11 Acido siringico hexésido TH 0.27 £ 0.02"® 0.34 +0.02* ND*¢
c 0.37 £ 0.02* 0.34 +0.03* ND*®
12 Feruloil tiramina TH 0.08 + 0.01* 0.08 + 0.01* 0.32 +0.02*
C 0.08 + 0.01%*" 0.10 + 0.01%* 0.28 +0.03**
13 Rutina pentésido TH 0.11 + 0.01% 0.32 +0.02* 0.24 +0.01%*
C 0.12 + 0.01% 0.31+0.01* 0.20 + 0.02%°
14 Rutina TH 0.08 + 0.01"® 0.24 + 0.01°* 0.26 + 0.02*
C 0.14 + 0.01** 0.15 +0.01"® 0.13 + 0.01”*
15 Kaempferol-3-O-rutinésido TH 0.07 + 0.01°® 0.08 +0.01"® 0.20 +0.02*
C 0.09 + 0.01%*° 0.10 + 0.01%*° 0.18 +0.01**
17 Dicafeoilquinico Il TH ND"¢ 0.05 + 0.02°® 0.17 +0.01*
C 0.15 + 0.01* 0.09 + 0.01%* 0.10 + 0.01"®
20 Quercetina-hexosa- TH 0.17 +0.01* 0.18 +0.01"® 0.29 +0.01*
deoxihexosa-pentosa
C 0.18 + 0.01* 0.22 +0.01* 0.22 +0.02°*
23 Tricafeoilquinico II TH ND*¢ 0.10 £ 0.01% 0.57 +0.05**
C ND* 0.11 + 0.03* 0.75 + 0.03*
24 Quercetina-hexosa- TH 0.09 + 0.01 0.11 + 0.01"® 0.14 + 0.01*
deox'he;f’csoau'ﬁg;}gia'ac'do c 0.10 £0.01% 0.12+0.01 ND™
25 Tricafeoilquinico | TH ND* 0.03 +0.01"® 0.08 +0.01°*
C ND* 0.11 + 0.01%* 0.26 +0.02**
26 Naringenin chalcona TH 0.29 + 0.02* 0.36 + 0.02" 0.97 +0.06™
c 0.28 +0.01%*° 0.91 + 0.06* 0.92 +0.01*

!Los valores estan expresados en mg/100 g b.h. y son la media de tres réplicas. ND: No detectado. Para cada
compuesto letras mayusculas distintas en un renglén indican diferencia significativa (p<0.05) entre dias de

almacenamiento y letras mindsculas distintas en un mismo dia significan diferencia significativa entre tratamientos

(p<0.05). %El ntimero de pico asignado corresponde al orden de elucién del equipo de HPLC (Figura 3).
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Los frutos sometidos a DF (20 dias 5 °C) presentaron menores concentraciones de
algunos compuestos fenolicos como el acido cafeico y de sus derivados cafeoil
hexosa | y Il; asi como de la flavanona naringenin chalcona; mientras que

aumentaron los niveles de rutina y del &cido siringico hexésido (Cuadro 9).

Los frutos tratados con DF y madurados (20 + 7) incrementaron su contenido para la
mayoria de los analitos identificados, resaltando el &cido clorogénico y algunos
isbmeros como el acido 5-cafeoilquinico, asi como el acido cafeico y rutina. Estos
metabolitos han mostrado actividad antioxidante y podrian participar en la eliminacion
de radicales libres generados en la etapa de maduracién. El acido cafeico mostré la
mayor concentracion después de la maduracién (0.439 mg/ 100 g b.h.). Gautier y col
2008 observaron que este metabolito y sus derivados alcanzaron niveles maximos en
tomates rojos maduros. El valor reportado encontrado en el presente estudio es
superior al reportado por Zanfini y col (2017) en cinco variedades comerciales de

tomate (0.001-0.132 mg/100 g b.h.).

Ademas de los compuestos fendlicos, el analisis por HPLC-DAD-MS (Figura 3)
también identificé seis compuestos alcaloides en los frutos de tomate (Cuadro 10),

aungue presentaron pocos cambios en respuesta al TH y al almacenamiento en frio.
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Cuadro 10. Contenido relativo de alcaloides en fruto de tomate cv. Imperial sometido

a tratamiento hidrotérmico (TH) y condiciones de dafio por frio*

Dias 5°C /dias maduracion (21°C)

Pico’ tr UV Amax [M-HJ Nombre Trat
0/0 20/0 2017
10 19.58 (201, 317) 1078.54 Alfa-Tomatina FA  TH 0.75+0.14°® 0.69+0.08*° 1.20+0.16*
C 1.00+0.00* 0.63+0.08%° 0.96+0.09""
16 30.53 (206, 363) 1032 Dehidrolicoperésido G TH 1.02+0.33*® 0.87+0.16* 1.60+0.17**
C 1.00+0.00 0.98+0.16™ 1.04+0.08"™
18 30.95 (222,251) 1136.54 (Licoperésido A) FA TH 0.44+0.02°® 0.72+0.11* 0.69+0.10*
C 1.00+0.00* 0.61+0.10*® 0.70+0.03%®
19 31.1 (210, 324) 1314.59 (Licoperdsido F) FA TH 0.38+0.12°° 0.63+0.11*® 0.96+0.10*
C 1.00+0.00* 0.66+0.02%® 0.68+0.14"
21 31.55 (213, 383) 1076.53 Dehidroxitomatina TH 0.53+0.18"* 0.50+0.13* 0.69+0.12*
C 1.00+0.00* 0.64+0.11** 0.78+0.15*
22 31.7 (209, 383) 1108.55 Hidroxi-licoperésido A TH 0.98+0.68* 0.93+0.52* ND*
C 1.00+0.00* 1.13+0.61* ND*®

Valores relativos al fruto control en el dia 0. Los valores son la media de tres réplicas. ND: No
detectado. Para cada compuesto letras mayulsculas distintas en un renglén indican diferencia
significativa (p<0.05) entre dias de almacenamiento y letras minlsculas distintas en un mismo dia
significan diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05). ’El  nimero de pico asignado
corresponde al orden de elucién del equipo de HPLC (Figura 3).
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a. Efecto del almacenamiento en frio sobre el perfil de fenélicos

El andlisis comparativo entre el perfil de metabolitos de los frutos control al dia 0 y
después de 20 dias a 5 °C reveld6 que cinco compuestos no variaron
significativamente, seis disminuyeron y nueve aumentaron durante el estrés por frio.
Los metabolitos que disminuyeron durante el almacenamiento en frio fueron un acido
siringico hexésido, quercetin-3-rut-7-hexdsido, p-coumaroil hexosa Il, &cido
clorogénico, feruloil hexosa | y dicafeoilquinico Il. Gomez y col (2008) reportaron de
manera similar que el acido clorogénico disminuy6é conforme el fruto de tomate cv.
Micro-Tom fue almacenado a bajas temperaturas (6 °C/27 dias). Este
comportamiento podria deberse a que este metabolito, asi como feruloil hexosa | y p-
coumaroil hexosa Il son precursores en la sintesis de compuestos capaces de
proteger al fruto del estrés. En ese sentido, Van der Rest y col (2006) propusieron al
acido clorogénico como una forma de almacenamiento para usarse como precursor,
cuando se requiera, para la sintesis de lignina u otros compuestos fendlicos

importantes en la proteccion del fruto.

Los metabolitos que aumentaron durante el frio fueron cafeoil hexosa |, cafeoll
hexosa Il, acido cafeico, rutina pentdsido, quercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa,
guercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa, acido p-coumarico, naringenin chalcona,
tricafeoilquinico Il y tricafeoilquinico |I. Este aumento podria deberse a que estos
compuestos son potentes antioxidantes capaces de contrarrestar los radicales que

se pudieran estar generando por el estrés inducido por el frio.
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Moore y col (2005) propusieron que algunos compuestos fendlicos como el acido
3,4,5 tri-O-galoilquinico protegian las membranas contra la desecacién por frio,
intercalandose en la bicapa lipidica y produciendo una reduccion de la temperatura
de transicion entre las fases cristalina liquida y gel de la membrana (Tm). El &cido
tricafeoilquinico encontrado en el presente estudio tiene similtud estructural con el
acido 3,4,5 tri-O-galoilquinico y podria estar realizando una funcién similar. Por otro
lado, el acido cafeico y sus derivados han sido reportados como potentes captadores
de radicales libres que inician la peroxidacion lipidica, por lo que en conjunto con
otros compuestos fendlicos podria estar contribuyendo de manera directa a inducir

tolerancia al dafio por frio.

Los cinco metabolitos cuyos niveles se mantuvieron sin variaciones significativas
durante el estrés por frio son acido 5-cafeoilquinico, acido siringico hexdsido, feruloil
tiramina, rutina y kaempferol 3-O-rutinésido, los cuales al parecer no son
susceptibles a cambios ambientales y también se mantienen estables conforme

avanza la maduracion.

Después del periodo de almacenamiento en frio y maduracion (20 + 7), el analisis del
contenido de metabolitos mostr6 que 9 aumentaron, 5 disminuyeron, y 6 se
mantuvieron estables. Tsantili y col (2010) estudiaron melocotén almacenado a 6 °C
por 28 dias y una etapa de maduracién de 2 dias a 21 °C y registraron un aumento
significativo en los fendlicos presentes. Antunes y col (2006) sugieren que el
aumento en la concentracion de algunos metabolitos durante el almacenamiento en

frio podria deberse a la pérdida de masa de las frutas.
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b. Efecto del tratamiento hidrotérmico sobre el perfil de fendlicos

El TH del fruto (dia 0) indujo la disminucion en el contenido de 8 fendlicos: p-
coumaroil hexosa Il, acido clorogénico, feruloil hexosa |, acido siringico hexosido,
rutina, quercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa, acido p-coumarico, kaempferol 3-O-
rutindsido y dicafeoilquinico 1l; quizA como consecuencia del efecto del calor. La
aplicacion de tratamientos térmicos interrumpe la sintesis normal de proteinas y
reduce la acumulacion de PAL vy la sintesis de fendlicos (Vicente y col 2002). Sin
embargo, se ha reportado que las proteinas de choque térmico aumentan con el TH
en tomate (Salazar-Salas y col 2017) y estas juegan un papel importante en el
plegamiento, ensamblaje y degradacién de proteinas durante los procesos celulares.
Esto nos indicaria que la PAL podria retomar de nuevo su funcion después del
tratamiento térmico debido a la ayuda de las proteinas de choque térmico, iniciando
de nueva cuenta la sintesis de compuestos fendlicos necesarios para contrarrestar

especies reactivas de oxigeno causantes de la peroxidacion de lipidos vy lisis celular.

Por otro lado, en respuesta al TH se observd un incremento en acido 5-
cafeoilquinico, cafeoil hexosa I, y un derivado de &cido siringico hexdsido. El
aumento de estos compuestos pudiera deberse al hecho de que algunos de sus
isdmeros disminuyeron, como es el caso del acido clorogénico, acido 5-cafeoilquinico

y acido siringico hexosido, los cuales podrian ser mas termosensibles.

Los fendlicos que se mantuvieron estables al TH fueron quercetina-3-rutinésido-7-
hexosido, cafeoil hexosa I, acido cafeico, feruloil tiramina, rutina pentosido,
guercetina-hexosa-deoxihexosa pentosa, y naringenin chalcona. La estabilidad de

estos compuestos podria reflejar su gran importancia en la célula al contribuir en la
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tolerancia a condiciones de estrés, tal es el caso de la quercetina que tiene una
funcidon protectora contra el estrés oxidativo mediante la reduccion de la lesion
oxidativa a las células durante el tratamiento con H,O, (Nijveldt y col 2001). La rutina
pentésido es un flavonoide con una fuerte actividad antioxidante (Radhakrishna y col
2011). La actividad antioxidante de los flavonoides puede aumentar la tolerancia al
estrés térmico, Teklemariam y Blake (2003) demostraron que plantulas de pepino
(Cucumis sativus L.) irradiadas con luz UV incementaban los niveles de flavonoides
glucosilados de naringenina y quercetina, lo que disminuy6 la degradacion oxidativa

de los lipidos de la membrana.

En los frutos TH y almacenados en condiciones de DF (20), el contenido de 11
compuestos disminuy6 en relacién con los frutos control: p-coumaroil hexosa I,
guercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa &cido p-coumarico, kaempferol 3-O-
rutindsido, dicafeoilquinico Il, cafeoil hexosa |, cafeoil hexosa Il, acido 5-
cafeoilquinico, acido cafeico, quercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa, naringenin
chalcona y tricafeoilquinico I. También se observé el incremento de un derivado de
acido siringico hexésido y rutina, mientras que siete compuestos no presentaron
cambios; i.e., feruloil tiramina, quercetina-3-rutindsido-7-hexdsido, acido clorogénico,
feruloil hexosa |, acido siringico hexdsido, rutina pentosido, tricafeoilquinico Il. La
disminucién de algunos de estos compuestos podria deberse a que el TH indujo la
sintesis de compuestos de mayor peso molecular utilizando algunos precursores de
estas moléculas. Yun y col (2013) indujeron tolerancia al dafio por frio en mandarinas
cv. Kamei con un tratamiento térmico (52 °C/2 min), observando un aumento en el

contenido de lignina y una disminucion de sus precursores.
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En los frutos con TH en condiciones de DF y maduracion (20+7), en relacion con los
frutos control, 13 compuestos aumentaron (derivado de acido siringico hexoxido,
cafeoil hexosa |, quercetin-3-rutindsido-7-hexdésido, p-coumaroil hexosa Il, acido 5-
cafeoilquinico, acido cafeico, acido clorogénico, feruloil hexosa |, feruloil tiramina,
rutina, kaempferol-3-O-rutinésido, dicafeoilquinico I, quercetina-hexosa-
deoxihexosa-pentosa), 3 disminuyeron (tricafeoilquinico Il, quercetina-hexosa-
deoxihexosa-pentosa-acido p-coumarico, tricafeoilquinico 1) y 4 se mantuvieron
estables (cafeoil hexosa Il, acido siringico hexoéxido, rutina pentésido, naringenin
chalcona). Tremocoldi y col (2014) y Yun y col (2013) estudiaron el efecto del
almacenamiento a temperatura de DF en frutos de aguacate y mandarina con TH y
madurados después del estrés por frio, encontrdndose un aumento considerable en
los fendlicos, y sugieren que podria deberse a que el fruto llega a esta etapa de
maduracién sin dafios en la membrana de organelos clave para la sintesis de estos

metabolitos como cloroplastos y vacuola.

4. Andlisis de metabolitos por cromatografia de gases-espectrometria de

masas (CG-EM)

Los compuestos se identificaron por comparacion de sus espectros de masas con los
de la biblioteca NIST (NIST08.LIB) y la cantidad relativa de cada uno se determiné
dividiendo el area de su pico entre el area del pico del acido palmitico que no

presentd cambios significativos durante el almacenamiento.
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En la Figura 7 se muestra un cromatograma tipico de CG-EM de los extractos
metandlicos de fruto de tomate donde se detectaron 14 compuestos; sin embargo, en
dicho cromatograma no se muestran 7 metabolitos que solamente se presentaron en
frutos control almacenados en frio por 20 dias y madurados 7 dias a 21 °C. En el
Cuadro 11 se indican los 21 compuestos detectados, teniendo 5 azucares, 1
aminoacido, 1 alcohol, 1 vitamina, 6 &cidos organicos, 3 &cidos grasos y 4
triterpenos. Al igual que con fendlicos, se realizé6 un andlisis estadistico bifactorial
para evaluar el efecto del TH y del almacenamiento en frio sobre el contenido de

estos compuestos (Cuadro 12).

a. Efecto del almacenamiento en frio y el tratamiento hidrotérmico sobre el

perfil de metabolitos de baja polaridad

El TH del fruto (dia 0) incrementd los niveles de acido malico, acido isocitrico y
glucofuranosa. ElI comportamiento del acido malico fue inverso en el dia 20, ademas
de una muy marcada disminucién en la etapa de maduracion del fruto. Esto podria
deberse a que este metabolito es un acido organico que se consume durante la
respiracion del fruto, lo que sugiere que el tratamiento térmico induce un aumento en
el metabolismo basal, que acelera la tasa de consumo de este acido organico.
Luengwilai y col (2012) reportaron un aumento en la respiracion del fruto de tomate

cv. Micro-Tom sometido a un tratamiento hidrotérmico.
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Imperial. La identidad y contenido de cada compuesto se muestra en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Contenido relativo de metabolitos analizados por CG-MS en tomate con

tratamiento hidrotérmico (TH) y sometidos a dafio por frio y maduracién®

Diasa 5°C/Diasa21°C

Pico” tr Nombre Trat 0/0 20/0 20/7
1 10.817 Glicerol C 0.40+0.06™ ND" ND®
TH ND"® 0.64+0.05* ND*®
2 11115 Acido succinico C 0.55+0.08*" 0.35+0.04%° ND"®
TH  0.44+0.06°°°  0.33+0.03* 0.79+0.08*
3 12576 Acido mal6nico C 0.77#0.13*  0.94#0.14™"° ND*
TH 0.75+0.04™ 0.78+0.15™ 0.16+0.01%
4 14578 Acido malico C 9.73+1.53"*  12.02+0.76™* ND"®
TH  12.58+0.98"°  10.66+1.99°  3.26%0.25%
5 14.761 L-prolina C 0.65+0.10° 2.51+0.30* ND"°
TH 0.70+0.04* 0.74+0.08”® 0.77+0.09%°
6 19.947 Glucofuranésido C ND* 0.49+0.09* ND"“
TH ND*® ND"® 0.49+0.06*
7 20.242 Acido isocitrico C 0.62+0.04°  17.83%0.2.53* ND*
TH 2.54+0.45% 7.10+1.26"° 1.79+0.12%
8  20.475 D-fructosa C ND * 0.53+0.10* ND"®
TH ND * 0.56+0.10% 2.37+0.20™
9  20.773 d-xilosa C ND * 0.38+0.02* ND *®
TH ND * ND " ND *
10  21.047 Glucofuranosa C ND ¢ 0.62+0.04%° ND ¢
TH 0.28+0.06*° 0.55+0.09* 0.36+0.05%°
11  23.254  Acido L-ascérbico C ND *® 0.35+0.02* ND *®
TH ND ND 4 ND
12 25.058 Talosa C ND * ND * ND ™
TH ND * ND * 1.42+0.17*
13 31.121 Acido palmitico C 1 1 1
TH 1 1 1
14  34.466 Acido estearico C 1.16+0.04™ 1.24+0.21% ND *°
TH 1.21+0.12* 1.01+0.13* 1.27+0.04*

Los valores son relativos al contenido de acido palmitico. “El nimero de pico corresponde al orden de
elucién (Figura 7); tg: tiempo de retencién; ND: No detectado; Los valores son la media de tres replicas
para cada compuesto. Letras mayusculas distintas en un renglon indican diferencia significativa
(p<0.05) entre dias de almacenamiento y letras minlsculas distintas en un mismo dia significan
diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05).
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En frutos sometidos a DF (dia 20) se observo el nivel mas alto del aminoacido prolina
en frutos control con respecto al dia 0. La prolina se ha reportado que actiia como un
regulador osmatico celular entre el citoplasma y la vacuola e inactiva las ROS,
protegiendo asi la integridad de la membrana y estabilizando las enzimas
antioxidantes (Zhao y col 2009). En el mismo dia de almacenamiento se puede
observar que en frutos con TH los niveles de prolina fueron iguales al dia 0 y mucho
menores que los del control, lo que podria deberse a que en este punto el fruto se
encuentra protegido por la acumulacion de diversos metabolitos capaces de prevenir

el estrés oxidativo.

El &cido isocitrico y el &cido ascorbico, también al dia 20, aumentaron en frutos
control con respecto a lo observado al dia 0, pero en los frutos con TH el nivel del
primero fue mucho menor, mientras que el segundo no fue detectado. Foyer y col
(1991) reportaron un aumento del acido ascérbico durante el enfriamiento en dos
cultivares de tomate, indicando que juega un clave papel central en la
desintoxicacién de radicales libres ya que puede inactivar directamente las ROS
superéxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo, y el oxigeno singulete.
Alternativamente, el acido ascérbico puede reaccionar indirectamente mediante la
regeneracion de a-tocoferol o en la sintesis de zeaxantina en el ciclo xantofila. Por
otro lado, el acido isocitrico es un intermediario del ciclo de Krebs y se genera por la
isomerizacion estereoespecifica de citrato por la enzima aconitasa (EC 4.2.1.3), lo
gue sugiere que algunas enzimas del ciclo de Krebs se ven afectadas en sus

actividades por el efecto de las bajas temperaturas o el dafio que esten causando los
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radicales libres a las estructuras de las proteinas, lo cual llevaria a la acumulacion de

algunos metabolitos como es el caso del acido isocitrico.

En los frutos sometidos a DF y maduracion (20 + 7), los metabolitos en los frutos
control fueron totalmente diferentes a los registrados en los frutos con TH o en los
dias previos. Los metabolitos de frutos con TH que variaron durante la maduracién
fueron: acido succinico, glicerol, acido malonico, acido malico, acido isocitrico,
glucofurandsido, fructosa, glucofuranosa y talosa; destaca el incremento de acido
succinico y de manera muy significativa de fructosa y talosa. Olien (1967) demostré
gue los carbohidratos en el apoplasto interfieren con el crecimiento del cristal de hielo
y la lesibn mecanica reducida asociada con la congelacién. Crowe y col (1984)
demostraron que trehalosa funcionalmente reemplaza agua ligada a membranas y
proteinas y asi confiere estabilidad estructural durante la desecacion por frio;
también mencionaron que los azUcares pueden interactuar con los fosfolipidos de la
membrana y disminuir la Tm dandole estabilidad a las bajas temperaturas, ademas
de que parece mas probable que la interacciéon ocurra durante los procesos de
congelacion, cuando el fosfolipido y el azlicar estan concentrados mucho mas alla de
sus concentraciones de la fase nativa. La presencia de &cido isocitrico, aunque en
menor cantidad que al final del almacenamiento en frio, podria deberse a la actividad
de la enzima aconitasa en el citosol durante la maduracion; el citrato en el citosol se
genera en la mitocondria por la inhibicibn de la aconitasa mitocondrial en etapas
tempranas de maduracién (Degu y col 2011). La presencia de los azUcares fructosa,
glucofurandésido, glucofuranosa y talosa solamente en la etapa de maduracién podria

deberse a que su acumulacién se reprimié durante el enfriamiento, observandose un
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aumento cuando este culmina e inicia la etapa de maduracién regular del fruto. Esto
es posible si el fruto fue protegido por el tratamiento hidrotérmico y pudo madurar
normalmente, generando los metabolitos necesarios para esta etapa que

naturalmente genera estrés.

Los metabolitos que solo se observaron en los frutos control en el dia 20 + 7 fueron
acido propiodnico, acido oleico y acido isovalérico, campesterol, c-sitosterol, a-amirina,
a-tocoferol y germanicol. El contenido de estos compuestos no pudo compararse con
los mostrados en el Cuadro 12 porque en estos frutos no se registré el acido
palmitico. Tomando como referencia la suma de las areas de estos compuestos, la
mayor proporciéon la ocupé a-tocoferol (34.2%) seguido de c-sitosterol (21.3%) y a-
amirina (11.9%). ElI metabolismo de estos ultimos esteroles se ha relacionado con
factores estresantes ambientales y quimicos de las plantas, incluido el estrés por frio
(Moreau y col 2002). En las plantas, estos compuestos abarcan una gran variedad de
funciones diferentes y se pueden presentar en la forma libre. Los esteroles vegetales
pueden aparecer como compuestos “conjugados”, en los cuales el grupo 33-OH del
esterol estd esterificado por &cidos grasos, o bien glicosilados (Figura 8). Los
ésteres con acidos grasos estan presentes en la mayoria de las plantas y constituyen

cerca del 50% del total de esteroles en algunos alimentos.
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Figura 8. Modificaciones del grupo 33-hidroxilo de los esteroles vegetales.

Fuente: Oliver y col (2005).
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El ndcleo alifatico plano y el grupo 3-hidroxilo de los fitoesteroles permiten su
incorporacion en membranas de fosfolipidos en células, donde su rol critico es
controlar la fluidez o rigidez de la membrana. Las estructuras quimicas de los
fitoesteroles estan perfectamente adaptadas a su funcién fisiol6gica: la flexible
cadena lateral alifatica del sitosterol y campesterol, dos de los fitosteroles mas
abundantes, pueden apilarse de manera ordenada en las membranas, aumentando
su rigidez, pero el doble enlace trans en la cadena lateral del stigmasterol interfiere

con el orden de la membrana y promueve una mayor fluidez (Dufourc y col 2008).

Whitaker (1991) reportd el aumento del contenido total de esteroles durante el
almacenamiento a 2 °C por 12 dias y los esteroles con mayor acumulacion por el
dafio por frio fueron los esteroles libres. Esto lo relacion6 con el hecho de que el fruto
de tomate en estado inmaduro ya cuenta con las reservas de acido mevalénico para
la sintesis de esteroles y carotenoides. Por lo tanto, quizas solo hace falta el paso
final de la via biosintética isoprenoide que se podria dar en la etapa de maduracién
del fruto. Ademas, observé una mayor acumulacion de acidos grasos libres como el

linoleico y el linolénico.

En el presente estudio se observé la presencia de estos compuestos en frutos control
con sintomas mas severos de dafio por frio, lo cual sugiere que las membranas
sufrieron rupturas pudiendo liberar estos compuestos esenciales para el
funcionamiento correcto de las mismas. Wang y col (2015) reportaron al acido
isovalérico como un compuesto volatil del fruto de tomate que se genera en la etapa
de maduracién del fruto. ElI &cido graso oleico posiblemente sea parte del

desprendimiento por la ruptura de la membrana celular.
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Compuestos como el sitosterol y estigmasterol nos podrian indicar en que estado se
encuentra el funcionamiento de las membranas del fruto dependiendo de la
proporcion en la que se encuentran (Figura 9) (Dufourc 2008). Este autor menciona
gue cuando hay mas estigmasterol que sitosterol la membrana se encuentra en un
estado llamado gel, cuando el estigmasterol se encuentra en la misma proporcion
que el sitosterol es llamado estado basal de la membrana y cuando el estigmasterol
es menor que el sitosterol le llamo6 estado liquido desordenado. En los dos puntos
extremos hay una pérdida de funcionalidad de la membrana lo que nos indica que la

célula esta en condiciones de estrés.

B. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y SU ASOCIACION CON EL CONTENIDO DE
COMPUESTOS FENOLICOS Y LA TOLERANCIA AL DANO POR FRIO

1. Actividad antioxidante por ABTS

Los resultados del analisis de actividad antioxidante (AA) por ABTS se muestran en
la Figura 10. La AA tanto de los frutos control como de los TH incremento
significativamente (p<0.05) durante el periodo de almacenamiento en frio (0-20 dias
a 5 °C), pero sin diferencias de actividad entre ambos tratamientos. Este mismo
comportamiento se observé en el contenido de fendlicos totales (Figura 2) y se
podria relacionar con el incremento en ambos casos de algunos de los compuestos
fendlicos identificados en los extractos metandlicos, destacando rutina pentésido,
narigenin chalcona, cafeoil hexosa Il y acidos tricafeoilquinicos (Cuadro 10), los

cuales se ha demostrado previamente son buenos antioxidantes.
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Figura 9. Cambio de fases de la membrana

Fuente: Lyons (1973); Nishida y Murata (1996); Hodges y col (2004).
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Después del periodo de maduracion se observé una disminucion significativa en la
AA por ABTS, pero ésta fue mas pronunciada en el caso de los frutos control, los
cuales presentaron una actividad significativamente menor que los frutos con TH
(Figura 10). La menor AA en frutos control con respecto a los tratados corresponde
con lo observado para fendlicos totales (Figura 2) y en el perfil de fendlicos (Cuadro
10), donde varios compuestos presentaron una mayor acumulacion en frutos con TH
con respecto al control. Dentro de estos compuestos se encuentran el acido
clorogénico y otros &cidos cafeoilquinicos, acido cafeico, cafeoil-hexosa I, rutina y
rutina hexdsido. Estos compuestos antioxidantes podrian estar protegiendo a los
frutos con TH del estrés oxidativo y por lo tanto contribuir a su tolerancia al dafio por

frio.

Tremocoldi y col (2014) aplicaron TH (5, 10, 15y 20 min a 45 °C) a fruto de aguacate
y lo almacenaron bajo condiciones DF y observaron un comportamiento similar al del
presente estudio, observando diferencias significativas en la AA entre frutos control y

tratados hasta después de una etapa de maduracién de 2 dias a 21 °C.

Gomez y col (2009) también observaron que la AA es directamente proporcional al
contenido de fendlicos totales en tomate cv. Micro-Tom. Toor y col (2005) reportaron
gue el 92% de la actividad antioxidante total en tomate corresponde a la fraccion

soluble, la cual esta constituida en 62-72% de compuestos fendlicos.
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2. Actividad antioxidante por DPPH

En el caso del método DPPH se encontraron diferencias significativas entre los frutos
control y TH al dia 0, siendo mayor la AA en los frutos TH (Figura 11). Esto contrasta
con lo observado por ABTS (Figura 10) y en fendlicos totales (Figura 2), pero
sugiere gue algunos de los compuestos que se incrementaron como respuesta
inmediata al TH podrian tener mayor actividad antioxidante por DPPH. Entre estos
compuestos se encuentran el acido 5-cafeoilquinico, cafeoil hexosa | y un derivado

de acido siringico hexdésido.

Del dia 0 al 20 de almacenamiento en DF s6lo hubo un incremento significativo en la
AA por DPPH en los frutos control, lo cual podria atribuirse al incremento en estos
frutos de compuestos como cafeoil hexosa | y I, acido cafeico, acido 5-cafeoilquinico
y naringenin chalcona. Al final del almacenamiento en frio la AA de los frutos control

fue ligeramente mayor que la de los tratados, pero sin diferencias significativas.

Después del periodo de maduracion se observd una disminucién en la AA de los
frutos control con respecto al almacenamiento en frio, siendo significativamente
menor que la AA de los frutos con TH (Figura 11). La menor AA en frutos control con
respecto a los TH corresponde con el contenido de fendlicos, donde varios
compuestos presentaron una mayor acumulacion en frutos con TH con respecto al
control. Dentro de estos compuestos se encuentran el acido clorogénico y otros
acidos cafeoilquinicos, acido cafeico, cafeoil-hexosa I, rutina y rutina hexosido. Estos
compuestos antioxidantes podrian estar contribuyendo en la proteccion de los frutos

con TH del estrés oxidativo y por lo tanto en la tolerancia al dafio por frio.
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Figura 11. Efecto del tratamiento hidrotérmico (TH) sobre la actividad antioxidante
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3. Asociacion entre el contenido de metabolitos y la actividad antioxidante

Los compuestos fendlicos podrian jugar un papel relevante en la tolerancia al estrés
por bajas temperaturas debido su potencial como eliminadores de radicales libres
(antioxidantes) (Rice-Evans y col 1997), siendo capaces de retrasar o inhibir la
oxidacion de lipidos u otras moléculas. Estudios previos en tomate han demostrado
una correlacion positiva entre los niveles de estos compuestos y la actividad
antioxidante de extractos metandlicos en tomate evaluada por los métodos ABTS y
DPPH (Delgado-Vargas y col 2018), por lo que en el presente estudio se realizaron
correlaciones de Pearson para determinar si existe esta correlacion con fendlicos y
otros metabolitos que pudieran sugerir su posible participacion en la tolerancia

inducida al dafio por frio por el TH (Cuadro 13).

Como se esperaba, se encontré una correlacibn moderada pero significativa entre el
contenido de fendlicos totales y la AA por ambos métodos, sugiriendo una importante
contribucién de estos compuestos. En cuanto a compuestos fendlicos individuales,
se encontré una asociacion significativa entre el contenido de rutina pentdsido y un
derivado de quercetina con la AA de ambos métodos, mientras que el acido siringico
hexdsido sélo mostrd asociaciéon con la AA por ABTS; estos compuestos han sido
reportados como antioxidantes importantes en tejidos vegetales. La correlacion entre
la AA por ABTS y DPPH con rutina pentésido fue reportada previamente en
accesiones de Solanum lycopersicum var. Cerasiforme de México (Delgado-Vargas y
col 2018). Sin embargo, cabe aclarar que la ausencia de correlacion con otros
compuestos fendlicos no descarta su contribucion a la actividad antioxidante global

del fruto.
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Cuadro 13. Metabolitos que presentaron una correlacion significativa con la actividad

antioxidante de extractos metandlicos de tomate cv. Imperial.

Actividad antioxidante

Componente

ABTS DPPH
Fendlicos totales 0.557* 0.568*
Rutina Pentdsido 0.736** 0.477*
Quercetina-hexosa-deoxihexosa-pentosa  0.611** 0.732**
acido p-coumarico
Acido siringico hexosido 0.557*
Acido ascorbico 0.530**
Acido estearico 0.464** 0.562**
Acido malénico 0.726**
Acido maélico 0.652**
Prolina 0.740**
Acido isocitrico 0.801**

Correlacién de Pearson; * p<0.05, **p<0.001.
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Con respecto a metabolitos de menor polaridad determinados por CG-EM, se
observd correlacion significativa entre el contenido de acido ascérbico y acido
estedrico con la AA por DPPH, mientras que tres acidos organicos y prolina

mostraron asociacion con la AA de ABTS.
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VIIl.  CONCLUSIONES

El analisis por HPLC-MS permiti6 la identificacion de 20 compuestos fendlicos en
extractos metandlicos de tomate y 11 variaron significativamente en respuesta al
tratamiento hidrotérmico.

El analisis por CG-MS permiti6 la identificacion de 21 compuestos, de los cuales 7
variaron significativamente en respuesta al tratamiento hidrotérmico.

El dafio por frio de los frutos control se relacioné con una menor acumulacion de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante, asi como con la liberacion de
compuestos asociados a la membrana como esteroles y acidos grasos que son
indispensables para el funcionamiento de la misma.

Los frutos con tratamiento hidrotérmico presentaron una mayor actividad
antioxidante asociada con una mayor acumulacién de compuestos como acido
clorogénico y otros acidos cafeoilquinicos, acido cafeico, cafeoil-hexosa |, rutina y
rutina hexoésido.

La tolerancia al dafio por frio inducida por el TH parece estar asociada con una
mayor acumulacion de compuestos antioxidantes que protegen la membrana del

estrés oxidativo.
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ABREVIATURAS

DF Dafio por frio

TH Tratamiento hidrotérmico

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucién
EM Espectrometria de masas

CG Cromatografia de gases

ABTS 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidracilo

GABA Acido gamma-aminobutirico

FAO Organizacion para la Alimentacion y Agricultura
SIAP Servicio de Informacion Agropecuaria y Pesquera
ADN Acido desoxirribonucleico

ROS Especies reactivas de oxigeno

CAT Catalasa

GR Glutation reductasa

APX Ascorbato peroxidasa

SOD Superoéxido dismutasa

BRs Brasinoesteroides

MeJA Metil jasmonato

RMN Resonancia magnética nuclear

CE Electroforesis capilar

FTIR Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
DB Base de datos

DAD Detector de arrreglo de diodos

FRAP Ferric reducing antioxidant power

b.h. Base humeda

AG Acido galico

ESI Electroasperjado

BSTFA N,O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida

TMSCI Clorhidrato metilsilil

IE Impacto de electrones
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EAG
PAL
uv
El
Ac

ND
tR
Trat
Tm
AA

Equivalente de &cido gélico
Fenilalanina amonio liasa
Ultravioleta

Estandar Interno

Acido

Control

No detectado

Tiempo de retencion
Tratamiento

Temperatura de transicion
Actividad antioxidante

Temperatura
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