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INTRODUCCION GENERAL







1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. GENERALIDADES BOTANICAS DEL TOMATE.

El tomate (Solanum lycopersicum L., anteriormente Lycopersicon
esculentum Mill.) es una planta herbacea perenne, cultivada como anual, el
cual se cultiva para el consumo humano de sus frutos. Su taxonomia es la
siguiente: Reino Plantae, Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida,
Subclase Asteridae, Orden Solanales, Familia Solanaceae, Género Solanum,
Especie S. lycopersicum. Las variedades precoces (las que florecen y
fructifican mas rapido) suelen alcanzar una longitud de 1.2 m; las tardias, en
cambio, casi siempre presentan un mayor crecimiento llegando incluso a los
2.5 m de longitud. El habito de crecimiento es muy diverso, siendo en su
estadio juvenil erguidas y en su estadio adulto son semierguidas o
decumbentes; esto es, el tallo no es lo suficientemente rigido como para
soportar el peso de las hojas, ramas secundarias y frutos por lo que necesita
de otra planta o alguna estructura para sostenerse. Por esta razén, es comun
ver diversas estructuras como tutores o espalderas en los cultivos de tomate
con el fin de sostener a la planta. El tallo es anguloso, pubescente, con algunos
pelos glandulares, mostrando al principio una consistencia herbacea y lefiosa
en estado adulto. La ramificacion del tallo es simpodial, es decir, las yemas
axilares desarrollan ejes sucesivos, mientras que las yemas terminales
producen flores o abortan. Las ramitas que se originan en las yemas axilares
dan hojas en todos los nudos y finalizan también en una inflorescencia. El
sistema radicular es pivotante, muy denso y ramificado en los treinta primeros
cm. Las hojas son alternas, bipinatisectas y pecioladas, con una longitud de 10

a 25 cm. El borde de los segmentos foliares es dentado (Smith, 1994).

En cuanto a las flores, éstas son hermafroditas, actinomorfas y péndulas,
de 1 a 2 cm de largo y color amarillo brillante. En las especies silvestres de
tomate la flor es pentamera, mientras que en los tomates cultivados el nimero
de segmentos de cada ciclo es muy diverso, observandose muchas
variaciones. El caliz esta formado por 5 a 10 segmentos, lineales a lanceolados
y persistentes. Su tamafio va aumentando a medida que se va desarrollando el

fruto. La corola es amarilla, rotada, con el tubo corto, dividida en 5 o mas
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I6bulos, con numerosos pelos glandulares en la cara dorsal, cinco 0 mas
estambres adheridos al tubo de la corola, de filamentos cortos y anteras
conniventes, dehiscentes por hendiduras longitudinales. El pistilo es unico,
formado por la union de 5 o 6 carpelos. El ovario es bilocular (existen hasta 10
l6culos en ciertas variedades cultivadas) con la placenta central carnosa. Los
pedicelos presentan un pequefio estrangulamiento en la parte media que
corresponde a la zona de absicidn. Las flores se disponen en cimas axilares
paucifloras, cada una de las cuales lleva normalmente de 5 a 6 flores, pero a
veces hasta 30 (Atherton y Rudich, 1986).

El fruto es una baya, siendo en ésta por lo general en las especies
silvestres bilocular o 30-locular, presentando generalmente de 5 a 9 loculos. En
la epidermis de los frutos se desarrollan pelos y glandulas que desaparecen
cuando éstos llegan a la madurez. En el apice del fruto suelen observarse
restos del estilo. La forma del fruto es variable, generalmente depreso-globoso
u oblongo. Presentan numerosas semillas, pequefas, aplanadas, amarillento-
grisaceas, velludas, embebidas en una masa gelatinosa formada por el tejido
parenquimatico que llena las cavidades del fruto maduro. El tomate, al igual
gue sus congéneres silvestres, es una especie diploide con 24 cromosomas en

sus células somaticas (Atherton y Rudich, 1986).

Imagen 1.1. Frutos de tomate maduros.
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1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS DEL TOMATE.

Durante muchos siglos, el tomate ha recorrido grandes distancias
convirtiéndose en la fruta mas popular en todo el continente americano. Es
originario de los Andes del Perd, donde aparecio silvestre con una fruta
redonda de color rojo. Gradualmente se esparcid a lo largo de Suramérica
desde donde continldo su difusidon hasta América Central. Alli, ya hace miles de
afos, lo llamaron xitomatl en el lenguaje Nahuatl (xictli, ombligo y tomatl,
tomate, que significa “tomate de ombligo”), que era el idioma que hablaba la
nacion azteca, y que derivo actualmente al nombre de jitomate; fue alli donde
fue cosechado, cultivado y mejorado, produciendo una mayor diversidad de
frutos. Por muchos siglos, el tomate detuvo su camino en esa area (Smith,
1994).

Poco después de que Colon descubriera al Nuevo Mundo, el tomate
continlo su expansion y ya para mediados del siglo XVI acompafiéo a los
exploradores espafioles en su retorno a Europa. En Espafia se le adjudicé el
nombre de “Pomo de Moro” o “Manzana Morisca;” siendo éste el primero de
muchos nombres que se le asignaron. Su mas antigua mencion tuvo origen en
Italia en 1544 en donde se le conocié como “Pomo d’oro” o “Manzana Dorada,”
lo que sugiere que tal vez el primer tomate que llegé al antiguo continente fue

el de una variedad de color amatrillo.

Durante las décadas siguientes, el cultivo de las diferentes variedades de
tomates se esparcié por Espafia, Italia y Francia donde fue llamado “Pomo
d’amore” o “Manzana del Amor,” lo que vulgarmente podria haber sido una
corrupcion del nombre originalmente asignado en Espafia. Este fue aceptado
muy pronto en la region del Mediterraneo como un comestible, pero durante su
extension hacia el norte y el este de Europa le tenian gran desconfianza y la
mejor clasificacion que obtuvo por mas de un siglo fue la de una planta
ornamental. Durante la época Elizabetiana, gran parte del pueblo inglés creia
gue su hermoso color rojo era una sefal de alerta de que era una fruta

venenosa. Este razonamiento abarcaba muchos factores: por su calidad de
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miembro en la familia solanacea, por lo punzante de sus hojas y también
simplemente por pura supersticion, lo que hizo que se le asignara el nombre de
“Melocoton de Lobo”, debido a que los alemanes relacionaban a las solanaceas
con las brujas y con las personas que se convertian en lobos. En 1753, el
naturalista Kart Linnaeus en honor a esta nota del folclor popular aleman, le
asigno al tomate el nombre cientifico de Solanum lycopersicum por tratarse de
un melocotén de lobo de la familia solanacea. En el afio de 1768, los botanicos
adoptaron para el tomate el nombre cientifico de Lycopersicum esculentum lo
que se traduce literalmente como melocotén de lobo que se puede comer

(Peralta 'y Spooner, 2007).

A pesar de haber sido confirmado cientificamente que el tomate era
comestible, todavia existia un gran temor a lo contrario. A pesar de que en las
postrimerias de 1700 éste se cultivaba en algunas huertas caseras en
Norteamérica — entre las que estaba incluida la de Thomas Jefferson — la gran
mayoria de la gente tenia grandes reservas al respecto. Ya en 1812 el tomate
era un ingrediente comun en el aderezo de los “gumbos” criollos, asi como de
las “jambalayas” en la cocina surefia de la Union Americana y en otras regiones
de este pais. Muchas personas, entre ellas el coronel Robert Johnson, trataban
de persuadir a la gente de que el tomate no los mataria. Consecuentemente,
en 1820 el coronel Johnson, en las gradas del tribunal de la ciudad de Salem
del estado de Nueva Jersey, abiertamente traté de persuadir a un publico muy
dudoso de que el tomate no los mataria y frente a todos ingiri6 un tomate
crudo. Es bien sabido que la multitud alli presente se impresioné cuando el
coronel Johnson no cayé muerto al instante. Para el afio de 1850 el tomate se
encontraba ubicado en los mayores mercados urbanos de Norteamérica; tanto
los campesinos como los hortelanos urbanos ya cultivaban el tomate. Sin
embargo, en algunos libros de cocina aun se recomendaba que el tomate debia
cocinarse por lo menos unas tres horas porque de esa forma “perderia su
sabor de fruta cruda” (Atherton y Rudich, 1986).

Ya en el siglo XIX, tantos los cientificos en Inglaterra, como en los
Estados Unidos de América, creian que el tomate causaba cancer. Finalmente,

esta teoria fue descartada y como consecuencia las propiedades
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anticancerosas del tomate recientemente han sido bien reconocidas. Estudios
demuestran que los altos niveles de licopenos y antioxidantes encontrados en
el tomate estan muy correlacionados con el descenso en riesgo de canceres
del sistema digestivo, Utero, préstata y pancreas en los seres humanos (Jones,
1999).

1.3. CARACTERISTICAS DE LOS FRUTOS DE TOMATE.

El fruto de tomate es una baya formada por 2-12 I6culos que contienen
las semillas. Tanto el tamafio con la forma del fruto se ven afectados por la
polinizacién, la cual determina el nUmero de semillas que ocupan cada l6culo.
Existe un rango substancial en las caracteristicas del fruto entre las diversas
variedades de tomate disponibles en la actualidad. Por ello, se han hecho una
gran cantidad de mejoras a través de la reproduccion mediante el desarrollo de
hibridos que son resistentes a enfermedades (principalmente virus), y también
se han mejorado tanto la produccion como las caracteristicas de calidad de los
frutos (forma, color, acidez, etc.). El desarrollo mas reciente ha consistido en la
obtencion de variedades cuyos frutos tienen un tiempo de conservacion mas
largo (Thomas, 1995; 1996).

Muchas variedades de tomate son de color rojo debido al carotenoide
qgue le da su color: el licopeno. Son muchos los genes conocidos que estan
implicados en producir tonos de color amarillo, naranja o verde en los frutos.
Asi, el fruto rosa se debe a un gen sencillo (Y) que inhibe la formacion de los

pigmentos amarillos en la epidermis del fruto.

En cuanto a su composicion, cabe destacar que mas del 90% del peso
fresco del fruto de tomate es agua, y la disponibilidad de agua por la planta
puede influir en el tamafio del fruto. A lo largo del desarrollo del fruto, se
produce una disminucion en el contenido en sacarosa, mientras que aumenta
el contenido en almidon y azucares reductores. El tomate es un alimento poco
energético que aporta apenas 0.2 Kcal g™. Es una fuente interesante de fibra,

minerales como el potasio y el fosforo, y de vitaminas, entre las que destacan
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la C, E, provitamina A y vitaminas del grupo B, en especial B1 y B3. Ademas,
presenta un alto contenido en carotenos como el licopeno, pigmento natural
gue aporta al tomate su color rojo caracteristico. El alto contenido en vitaminas
C y E, y la presencia de carotenos en el tomate convierten a éste en una
importante fuente de antioxidantes, sustancias con funcién protectora de

nuestro organismo.

1.3.1. Caracteristicas fisicas.

El fruto de tomate se clasifica botanicamente como una baya, la cudl
presenta un tamafio que puede variar desde pequefio en los tomates tipo
cherry, con sélo dos divisiones del ovario o l6culos (Imagen 1.2), al tomate

multilocular tipo “corazén de buey” (Imagen 1.2). El nimero de I6culos definen

Imagen 1.2. Tomates tipo cherry (izquierda) y tipo "corazon de buey" (derecha), vistos
desde arriba, desde abajo y en un corte transversal. Se pueden observar los 2 y 10
I6culos respectivamente, la placenta en cada uno de ellos y las semillas adheridas a

tales placentas.

10
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el tipo de fruto de la siguiente manera: 2 l6culos en los tipos cherry y pera
(tomates procesados), de 4-6 I6culos en los cultivares comerciales para el
mercado fresco, y mas de 6 loculos en el tipo grande “corazén de buey” para
produccion en jardin o invernadero (no muy eficiente, susceptible al

agrietamiento y formas irregulares).

1.3.2. indices de calidad.

La calidad debe definirse en funcién del uso al que va a ser destinado el
producto por lo que en el caso del tomate fresco se debe tender al concepto de
“calidad total” considerando todas las caracteristicas valoradas por los
consumidores, no solo la forma, el color y la ausencia de dafios, sino también

el sabor, el aroma, la textura y el contenido nutricional (Jones, 1999).

» Apariencia fisica: color, tamafio, forma, defectos y deterioro. La calidad del

tomate estdndar se basa principalmente en la uniformidad de la forma
(dependiendo del tipo puede ser redondo, forma globosa, globosa aplanada
u ovalada) y el color (anaranjado-rojo a rojo intenso o amarillo claro,
evitando las manchas), y en la ausencia de defectos de crecimiento y
manejo. El tamafio no es un factor que defina el grado de calidad, pero
puede influir de manera importante en las expectativas de su calidad

comercial.

 Firmeza: Los atributos texturales mas importantes en el tomate son
carnosidad, jugosidad, harinosidad y sobre todo firmeza. El tomate debe ser
firme al tacto, no debe estar suave ni deformarse facilmente debido a
sobremadurez. En este sentido, las demandas de los consumidores quedan
relegadas, ya que con frecuencia los altos rendimientos estan inversamente

relacionados con aspectos de calidad como sabor y/o color.

e Sabor: Son numerosas las causas que determinan el variacion del sabor del
tomate, entre las que podemos mencionar: el contenido en azUcares, el
grado de maduracién, la nutricibn vegetal, el genotipo y el manejo
postcosecha. La intensidad del sabor del fruto estd determinada

11
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principalmente por el contenido en azucares (fundamentalmente fructosa y
glucosa), de &acidos organidos (citrico, malico y acidez total) y la
composiciéon de compuestos volatiles. El gusto del consumidor determina
gue una mayor relacion azucares/acidez genera un efecto favorable en el
sabor (Baldwin et al., 1998).

» Caracteristicas nutricionales: El contenido nutricional del tomate ha ganado

interés ya que los consumidores estan alcanzando una mayor conciencia
sobre la salud, ya que existe una relacion inversa entre el consumo de
tomate y el riesgo en la aparicion de ciertos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares y degeneracion macular relacionada con la edad. Esto es
debido a su elevado contenido en compuestos antioxidantes y minerales
(Dorais et al., 2008).

De entre los indices de calidad que acabamos de mencionar, cabe

destacar principalmente el sabor y el contenido nutricional:

1.3.2.1. Sabor.

El fruto de tomate esta formado mayoritariamente por agua, siendo entre
5-7% del contenido sdélidos, de los cuales cerca de la mitad son azlUcares y un
octavo son acidos. El sabor del fruto es la mayor demanda del consumidor y
que atrae mucho su atencion. Peet (1996) describio el sabor del fruto basado

en la acidez (bajo pH) y en el contenido en azucares de la siguiente manera:

Acidez Contenido en azucar Sabor
Alta Alto Bueno
Alta Bajo Agrio
Baja Alto Suave
Baja Bajo Insipido

Stevens et al. (1977) encontraron que la fructosa y el acido citrico eran
mas importantes en el dulzor y en la acidez que la glucosa y el acido malico,

siendo el pH una medida mas objetiva de la acidez que la acidez valorable.

12
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Estos autores también llegaron a identificar 11 compuestos volatiles y
determinar que sélo 3 de ellos eran los mas importantes en la determinacion de

las caracteristicas organolépticas del tomate.

1.3.2.2. Contenido nutricional.

Recientemente, existe un gran interés publico en atraer al consumidor
hacia alimentos que pueden tener un efecto significativo sobre la salud
humana, y que contienen unos niveles elevados de vitaminas, minerales y
antioxidantes. Es ampliamente aceptado que una dieta saludable es un factor
importante en la prevencidon de enfermedades cronicas como el cancer y
enfermedades cardiovasculares y neuro-degenerativas. En la literatura
cientifica, se han realizado muchos estudios que muestran una fuerte
correlacion inversa entre el consumo de tomate y el riesgo a padecer ciertos
tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y degeneracion macular

asociada a la edad (Dorais et al., 2008).

Davies y Hobson (1981) fueron los primeros en mostrar de forma general

la composicion de los frutos de tomate:

Constituyente Materia seca Constituyente Materia seca
(%) (%)
Azucares Minerales
Glucosa 22 (K, Ca, Mg, P) 8
Fructosa 25 Otros
Sacarosa 1 Lipidos 2
Solidos insolubles en alcohol Acidos amino dicarboxilicos 2
Proteinas 8 Pigmentos 0.4
Sustancias pécticas 7 Acido ascorbico 0.5
Hemicelulosas 4 Volatiles 0.1
Celulosas 6 Otros aminoécidos,
Acidos organicos vitaminas y polifenoles 1.0
Acido citrico 9
Acido malico 4

13
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El fruto de tomate ha atraido una atencién considerable gracias a su
elevado contenido en licopeno, el pigmento rojo antioxidante mas conocido del
fruto de tomate. Ademas, los tomates contienen cantidades importantes de
vitamina A [una media de 1000 unidades internacionales (Ul) por cada 100 g] y
acido ascorbico (vitamina C; entre 20-25 mg/100 g), y potasio (K; 200-210
mg/100 g). Muchas variedades de tomate varian su contenido en sdlidos
solubles entre 4.5-7%, siendo la gran parte de ellos fructosa y glucosa. El acido
citrico es el acido predominante en el zumo de tomate y el pH del fruto
normalmente se encuentra por debajo de 4.5. La Tabla 1.1 muestra el

contenido nutricional detallado de dos tipos de tomate.

Tomate Tomate cherry

Constituyente (100 g porcion (200 g porcion

comestible) comestible)
Agua, % 93.5 93.2
Energia, cal 22 22
Carbohidratos, g 4.75 4.9
Proteinas, g 1.05 1.00
Grasas, @ 0.20 0.20
Fibras, g 0.55 0.40
Calcio (Ca), mg 12 29
Fésforo (P), mg 26 62
Potasio (K), mg 244 -
Sodio (Na), mg 3 -
Magnesio (Mg), mg 14 -
Hierro (Fe), mg 0.5 1.7
Vitamina A, Ul 900 2000
Acido ascorbico, mg 25 50
Vitamina B4, mg 0.06 0.05
Vitamina B,, mg 0.04 0.04
Niacina, mg 0.7 -

Tabla 1.1. Valor nutricional de dos tipos de tomates frescos (Anon, 1998).
Gracias a la realizaciéon de estudios epidemioldgicos, ensayos clinicos y

experimentales asi como estudios in vitro en animales, se ha podido observar

un efecto protector atribuido principalmente a la provitamina A (Mayne, 1996) y
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otros carotenoides. Por consiguiente, los carotenoides son la mayor clase de
compuestos que proveen de precursores a vitaminas esenciales y
antioxidantes. De un total de 40 carotenoides encontrados en la dieta humana,
s6lo 25 se encuentran en la sangre debido a la absorcidon selectiva del tracto
digestivo. De este numero, de 9-20 derivan del tomate tanto fresco como
procesado, siendo los mas importantes: licopeno, a- y B-caroteno, luteina,
zeaxantina y B-criptoxantina. El licopeno, que constituye cerca del 80-90% del
total del contenido en carotenoides de los tomates maduros (Shi y Marguer,
2000) es el antioxidante mas eficiente entre los carotenoides por su actividad
detoxificadora del oxigeno singlete y de los radicales peroxilo (Sies y Stahl,
1998). Por otro lado, el B-caroteno, un potente precursor en la dieta de la
vitamina A (Olson, 1989), constituye aproximadamente el 7% del contenido en
carotenoides del tomate (Nguyen y Schwartz, 1999). El &cido ascorbico
(vitamina C), ademas de ser el antioxidante mas efectivo en las plantas
(Smirnoff, 1996), es también un fotoquimico muy importante en el fruto de
tomate. Excepto para algunos genotipos silvestres (L. chilense, L. hirsutum, L.
cheesemanii, Solanum lycopersicoides) o nuevas variedades comerciales
desarrolladas recientemente (Jones et al.,, 2003), los frutos de tomate (S.
lycopersicum) no suelen tener un contenido importante en antocianinas. El
limitado aporte caldrico, relativamente alto contenido en fibras, y la gran
cantidad de minerales, vitaminas y fenoles como los flavonoides hacen del fruto
de tomate un excelente “alimento funcional” que conlleva unos beneficios
fisioloégicos adicionales asi como de requerimientos nutricionales basicos
(Dorais et al., 2008).
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1.4. MANEJO DEL CULTIVO DE TOMATE: PRODUCCION.

1.4.1. Importancia econdémica y produccién mundial.

El tomate es la hortaliza mas popular y difundida mundialmente, por lo
tanto la de mayor valor econémico. Su demanda aumenta continuamente en
todo el mundo, y con ella su cultivo, produccién y comercio. Con el incremento
de la poblacion mundial, también se ha incrementado el consumo de vegetales
como parte de la dieta humana total. Su incremento anual en cuanto a
produccion en estos Ultimos afios, se debe principalmente al aumento en el
rendimiento y en menor proporcion al aumento de la superficie cultivada. El
tomate en fresco se consume principalmente en ensaladas, cocido o frito. En

mucha menor escala se utiliza encurtido (Jones, 1999).

Tabla 1.2. Produccion, area y rendimiento mundial del cultivo de tomate en 2006

segun la FAO.
P —— Producci;’)n Area 3 Rendimielnto
(tx10) (hax10%) (tha™)
Mundo 125.54 4597.2 27.31
Africa 14.34 659.0 21.75
América 22.39 516.0 43.39
Asia 66.99 2794.8 23.97
Europa 21.33 618.3 34.49
Oceania 0.50 9.1 55.21
Paises mas productores
China 32.54 1405.1 23.16
Estados Unidos 11.25 170.0 66.18
Turquia 9.85 260.0 37.90
India 8.64 497.6 17.36
Egipto 7.60 195.0 38.97
Italia 6.35 122.2 51.98
Iran 4.78 138.8 34.45
Espafna 3.68 57.3 64.21
Brasil 3.27 56.8 57.57
México 2.88 126.0 22.85
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Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), el tomate es el segundo vegetal mas cultivado en el
mundo, después de la patata, alcanzandose en el afio 2006 unos valores de
produccion de aproximadamente 125.5 millones de toneladas de tomate fresco
en todo el mundo, en un area de cultivo de 4.6 millones de hectareas. Como se
muestra en la Tabla 1.2, entre los cinco paises mas productores del mundo
encontramos a China, EEUU, Turquia, India y Egipto (FAOSTAT, 2006). De
todo el mundo, Asia es el continente con mayor produccion y area de cultivo de
tomate, mostrando un rendimiento inferior a la media mundial, el cual alcanza

los valores mas altos en Oceania (Tabla 1.2).

1.4.2. Produccién fuera de estacion: El cultivo pro  tegido.

El cultivo protegido es un sistema agricola especializado en el cual se
lleva a cabo un cierto control del medio edafocliméatico alterando sus
condiciones (suelo, temperatura, radiacion solar, viento, humedad vy
composicién atmosférica). Mediante estas técnicas de proteccion se cultivan
plantas modificando su entorno natural para prolongar el periodo de
recoleccion, alterar los ciclos convencionales, aumentar los rendimientos y
mejorar su calidad, estabilizar las producciones y disponer de productos
cuando la produccion al aire libre se encuentra limitada. El factor determinante
mas relevante de la actividad productiva horticola es el clima, destacando como
principales limitaciones la falta o exceso de radiacion solar o humedad, las
temperaturas extremas, la deficiencia de nutrientes, la presencia de malas
hierbas, el exceso de viento y el inadecuado contenido en CO, del aire
(Castilla, 2004). La falta de agua es la limitacibn mas importante para la
produccion agricola. Las pérdidas provocadas por la sequia son similares a las
inducidas por todos los demas factores climaticos juntos, incluyendo los
excesos de agua, inundaciones, frio, granizo y viento (Boyer, 1982). El riego
es, sin duda, el medio mas antiguo para proteger a los cultivos de la sequia y
ha permitido el desarrollo de la actividad agricola en regiones éaridas y
desérticas que, sin riego, no serian tan productivas. En el altimo siglo, el cultivo
protegido ha alcanzado una enorme importancia, ya que abarca diversas

técnicas de proteccion de plantas que van mucho mas alla del simple riego.
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Este tipo de cultivo permite reducir las necesidades de agua, proteger los
cultivos de las bajas temperaturas, reducir la velocidad del viento, limitar el
impacto de climas aridos y desérticos, y reducir dafios de plagas,
enfermedades, nematodos, malas hierbas, pajaros u otros predadores.
Ademas, también permite extender las areas de produccion y los ciclos de
cultivo, aumentar y optimizar tanto la produccion como la calidad, y estabilizar
el suministro de productos de alta calidad a los mercados horticolas (Wittwer y
Castilla, 1995).

Todas las especies vegetales tienen un rango Optimo para cada
parametro ambiental. La colocacion de una pantalla o proteccion junto a la
planta altera las condiciones ambientales que afectan a toda la planta o a una
parte de ella. La posicion de la pantalla o proteccién respecto a la planta
determina el tipo de protecciéon (CPA, 1992). Cuando la pantalla se coloca
sobre el suelo y debajo de los 6rganos aéreos de la planta, tenemos el
acolchado. Cuando las pantallas se colocan sobre las plantas, a modo de
cubierta, tenemos protecciones del tipo de invernaderos, tuneles y cubiertas
flotantes. Los invernaderos difieren de de las demas protecciones en que son
de mayor solidez y suficientemente altos y anchos para permitir el cultivo de
especies de altura diversa, incluso arboles frutales. El area mediterranea (que
incluye todos los paises riberefios y Portugal) en 1987 lideraba la superficie
mundial de invernaderos con 65.000 ha y alcanz6 las 144.000 ha en el afio
2000. Los invernaderos de plastico llegan a suponer en paises como Espafa el
99% de la superficie total, estimada en 47.700 ha en el afio 2000, que duplica

la superficie existente diez afios antes (Castilla, 2004).

1.4.2.1. El invernadero plastico.

El desarrollo de los materiales plasticos ha sido una de las causas
determinantes de la gran expansion de los invernaderos de plastico en todo el
mundo. La reduccion de costes, en relacion con los invernaderos tradicionales
de vidrio permitié su empleo en muchas areas de clima suave o en épocas de
clima benigno en regiones mas frias, en condiciones ventajosas de

rentabilidad, en la segunda mitad del siglo XX. El escaso peso de los
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materiales plasticos en relacion con el vidrio permitié reducir notablemente las
estructuras de soporte del material de cerramiento y, en consecuencia, Su
coste (Castilla, 2004).

Un invernadero es una construccion que permite la delimitacién de un
compartimento de cultivo, en el cudl el clima difiere del existente al aire libre,
por las modificaciones que provoca el material de cerramiento en los
intercambios entre el suelo, el sustrato y la masa vegetal con el entorno (Villele,
1983). La nueva norma UNE-EN-13031-1 (Invernaderos: Proyecto vy
construccion) define al invernadero como una estructura usada para el cultivo
y/o proteccion de plantas y cosechas, la cual optimiza la transmision de
radiacion solar bajo condiciones controladas para mejorar el entorno de cultivo
y cuyas dimensiones posibilitan el trabajo de las personas en su interior
(Castilla, 2004).

En los invernaderos, la funcion antes considerada principal de aumentar
las temperaturas respecto al aire libre, a consecuencia del efecto “invernadero”,
en algunos casos deja de serlo, quedando el interés del efecto invernadero
limitado a periodos breves de bajas temperaturas, como ocurre en algunos
invernaderos mediterraneos. En efecto, en algunas regiones resulta mas
importante el “efecto sombreo”, en época de alta radiacion, o el “efecto
cortavientos”, al menos en ciertas épocas del afio. El cerramiento de los
invernaderos con malla en vez de con lamina plastica, de reciente introduccion
en latitudes bajas, limita la radiacidon y vientos exteriores sin aumentar las
temperaturas. En areas muy aridas o desérticas, el aislamiento que aporta al
invernadero respecto del medio exterior (muy seco y calido) supone una
concepcion del cultivo protegido distinta de la convencional, al proporcionar una
mejora de la humedad ambiental y limitar el aumento de la temperatura si el
cultivo esta bien regado. Ello ha inducido a hablar de un “efecto oasis”
(Sirjacobs, 1988).

En un invernadero, la reduccion de radiacion respecto al exterior implica
una reduccién de las necesidades de riego (al disminuir la evapotranspiracion),

lo que unido a un aumento de las producciones permite hacer uso mas
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eficiente del agua de riego (Stanghellini, 1992). Ello es relevante en regiones
de escasos recursos hidricos. En cambio, en regiones tropicales vy
subtropicales, de alta pluviometria, predomina en los invernaderos el efecto
paraguas, pues el fin primordial de su empleo es evitar los efectos perjudiciales
de las intensas y frecuentes lluvias sobre los cultivos, siendo indeseable
normalmente el efecto invernadero, pues las condiciones térmicas naturales
son suficientes, o incluso excesivas, para el desarrollo de los cultivos (Garnaud,
1987).

En tiempos pasados, los invernaderos se situaban junto a las ciudades,
destinatarias de su produccidon. Las dificultades de transporte, hasta casi
mediados del siglo XX, limitaban la expansion de los invernaderos a las
proximidades de los centros de consumo. Hoy dia, la ubicacion de las areas de
produccion esta influida principalmente por las condiciones climaticas y por el
tipo de especies a cultivar, que determinan los costes y calidad de la
produccion, asi como por los costes del transporte hasta los mercados
consumidores. También influyen otros factores técnicos (disponibilidad y
calidad de agua de riego, caracteristicas del suelo, etc.) y socioeconémicos
(canales comerciales, nivel tecnologico de la zona, posibilidades financieras,
infraestructuras de comunicacion y de energia eléctrica, tamafo de explotacion,
disponibilidad de suministros para la produccién horticola, etc.) en una época
marcada por la internacionalizacion de los intercambiadores comerciales y, en
general, la globalizacion de la economia. Los desplazamientos de areas de
produccion en invernadero habidos en las ultimas décadas del siglo XX son
una buena muestra de ello. En Europa, la produccion de hortalizas en
invernadero se ha desplazado desde el norte al area mediterrdnea, cuyas
mejores condiciones climaticas en otofio e invierno permiten la produccion a
costes notablemente menores, al no emplear calefaccion (Tognoni et al., 1988;
1989). Similares movimientos se dieron en EEUU al desplazarse, en parte, el
cultivo en invernadero a California y Florida (de mejores condiciones climaticas)
desde las zonas tradicionales de produccion (Costa Este) y desde Colorado,
donde se habia creado un sector importante por sus buenas condiciones de
iluminaciéon que incidian en una mejor calidad del producto (Nelson, 1985;

Wittwer y Castilla, 1995). El desplazamiento de areas de produccién a regiones
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de clima mas benigno posibilita el empleo de invernaderos menos sofisticados
y, por tanto, de construccibn mas econémica que permiten producir a costes

mas competitivos (Castilla et al., 2004).

En invernadero, las plantas de tomate pueden mantenerse durante
periodos de 6 a 9 meses de duracion, o incluso mas, conduciendo a las plantas
hacia arriba mediante el uso de cafiamo o cordeles verticales, eliminando las
hojas viejas a medida que se cosechan los racimos de frutos inferiores, y
bajando el tallo principal para mantener la planta entera al alcance de los
trabajadores. Este proceso puede ser mantenido siempre y cuando la planta
esté en crecimiento activo, libre de enfermedades y otros estreses. En el
invernadero, es posible controlar el ambiente y aquellos factores que afectan al
bienestar de la planta y, en consecuencia, mantener la planta de tomate
productiva durante un largo periodo de tiempo (Castilla, 2004).

1.4.2.2. Andlisis econdmico del cultivo en invernad ero.

1.4.2.2.1. Aspectos generales.

Tres factores basicos son determinantes para la eleccién de las areas de
produccion en invernadero: el coste de produccién, su calidad y el coste del
transporte (Nelson, 1985), para poder competir en los cada vez mas
globalizados mercados de destino. Obviamente, el coste y la calidad de la
produccion dependerdn de las condiciones climaticas locales, que
determinaran tanto el nivel tecnoldgico de la inversién (exigencia de uso de
invernaderos y equipos de climatacion mas o menos sofisticados) como su
manejo. Las posibilidades del transporte a larga distancia han evolucionado
enormemente en las dltimas décadas, permitiendo que las areas productoras,
hoy dia, se ubiquen lejos de los grandes centros de consumo, situacion inviable
hace medio siglo, lo que ha permitido el gran desarrollo de los invernaderos en
las areas litorales mas favorecidas climaticamente (Italia, Francia, Espafa,
Marruecos, etc.) de los paises de la cuenca mediterranea. Aunque en los
costes finales del producto puesto en el mercado intervienen otros costes de
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comercializacion (tipificacion, envasado, etc.), éstos suelen ser menos dispares
gue los de produccion y transporte para productos de una determinada calidad
que, procedentes de distintos origenes, compiten en un mercado concreto
(Castilla et al., 2004).

El cultivo bajo invernadero cabe distinguir en Europa dos agrosistemas
de produccion: el “agrosistema nordico u holandés”, tipico del norte de Europa,
gue exige una gran inversion inicial (en estructura de invernaderos y equipos) y
esta caracterizado por un gran consumo de energia, y el “agrosistema
mediterraneo”, caracterizado por un nivel de inversion bajo y un menor
consumo de energia, que es tipico de los paises riberefios del Mediterraneo.
Entre ambos agrosistemas, de niveles tecnoldgicos extremos, existen diversas
graduaciones. En el “agrosistema holandés” la estrategia productiva ha sido
optimizar el microclima en invernadero, mientras que en los invernaderos
mediterraneos ha prevalecido la adaptacion de los cultivos a microclimas
suboptimos, lo que ha supuesto menor productividad y, en algunos casos,
limitada calidad pero también menores costes de produccion que el
“agrosistema holandés” (Castilla, 2004).

1.4.2.2.2. Estructuras de invernaderos y equipos.

La eleccion de una determinada estructura de invernadero suele ir
acompafada por la eleccién de un equipo de nivel tecnoldgico acorde con la
estructura elegida, de modo que el “paquete tecnoldgico” (conjunto de
estructura y equipo) permita conseguir unas prestaciones agronémicas idoneas

a un coste adecuado.

En el agrosistema mediterrdaneo en Espafia existen varios modelos
tecnoldgicos de diferentes costes y prestaciones econdmicas. Basicamente, los
modelos tecnolbgicos con perspectivas de futuro son dos, uno constituido por
invernaderos de bajo coste tipo parral (que han sido mejorados como resultado
de los proyectos de 1+D: INIA 96061, CICYT AGF96-2512 y P.l.A. 9-01) de alta
pendiente de cubierta, y otro constituido por invernaderos de mayor coste tipo

multitinel industrial que permiten niveles de equipamiento mas completos. El
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invernadero parral mejorado no se emplea en ciclos de verano, mientras que el
multitinel permite extender el cultivo a épocas de alta radiacion, al estar dotado
de equipos de climatizacion adecuados. Ademas, la coexistencia de ambos
modelos tecnoldgicos de invernaderos, en sus diversas graduaciones de

equipamiento, son actualmente una realidad (Castilla, 2004).

Tabla 1.3. Costes medios de construccibn y equipamiento de invernaderos
mediterraneos dotados de ventilacién lateral y cenital motorizadas, en el sur de
Espafa (sin incluir impuestos) incluyendo el montaje de lamina plastica. Fuente:
Castilla, 2004.

euros m™
Invernadero parral mejorado
Estructura
Baja pendiente de cubierta (tipo antiguo) (7.8)
Alta pendiente de cubierta (27°/27°) 10.2
Ventiladores (desestratificacion) 1.2
Nebulizacion (baja presion) 1.8
Calefaccion (aire caliente) 3.0
TOTAL 16.2
Invernadero multitinel curvo
Estructura 15.6
Ventiladores (desestratificacion) 1.2
Nebulizacion (alta presion) 5.0
Calefaccion (tubo metdlico) e inyeccién CO, 11.3
Pantalla mixta (térmica y sombreo) 5.0
TOTAL 38.1

De las diversas opciones de equipamiento de estas estructuras, la Tabla
1.3 recoge algunas de las posibles, incorporando en el caso del invernadero
parral mejorado un equipo de ventiladores de desestratificacion y los sistemas
mas economicos de nebulizacion y de calefaccion. En la estructura mas
costosa de multitinel, se incorporan mejores equipos de nebulizacién vy
calefaccion, asi como pantalla térmica y de sombreo. Evidentemente, la

eleccion concreta del equipo dependera de cada caso y el ejemplo propuesto
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(Tabla 1.3) sélo pretende ilustrar el importe de la inversion para un determinado
“paquete tecnoldgico”. Asi pues, el caso mas simple de invernadero parral (tipo
antiguo) sin equipos complementarios, que es el mayoritario hoy dia en
Espafia, cuesta del orden de 7.8 euros m?, mientras que el multitinel bien
equipado supondria del orden de 38.1 euros m™, que es menos de la cantidad
de un invernadero de vidrio completamente equipado (Castilla et al., 2004). El
coste de invernadero tipo parral mejorado de alta pendiente de cubierta es
intermedio (Tabla 1.3). A estos valores habra que afiadir los gastos de
inversién inicial media para la explotacion del invernadero que suman un total
de 9.8 euros m?, que no incluyen el precio de la tierra. Finalmente, el nivel
tecnolégico del invernadero elegido determinara las posibilidades de gestion
del clima y, por tanto, las prestaciones productivas y la rentabilidad del

invernadero (Castilla, 2004).

En relacion al estudio comparativo entre invernaderos, no existen
estudios que comparen el efecto que tienen estos invernaderos sobre la
produccion y la calidad nutricional de los frutos de tomate en el clima
mediterraneo. Por ello, durante estos ultimos afios se ha desarrollado el
proyecto de investigacion titulado “Evaluacién ambiental y mejoras de la calidad de

la produccion y de eficiencia de uso de recursos del agrosistema invernaderos
mediterraneos” (proyecto 1+D INIA-RTA-03-096061).

1.4.3. Ventajas y desventajas del invernadero en co mparacion al cultivo

en campo abierto en relacion a la calidad del produ  cto.

La competicion entre los frutos cultivados en campo y en invernadero
continla a pesar de que la mayoria del fruto comercial fresco es y continuara
siendo cultivado en el campo. Como ya se ha comentado anteriormente, la
tecnologia del invernadero ofrece muchos recursos para controlar las
condiciones de luz (calidad y cantidad), temperatura, humedad, concentracion
de CO,, y disponibilidad de agua y nutrientes. Asi, la produccion bajo cubierta
presenta algunas ventajas en comparacion con la produccién al aire libre con
respecto a una garantia de calidad (Bot, 2003). La gran ventaja es que los

ambientas controlados ofrecen un camino para optimizar los parametros
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ambientales y el producto no es expuesto directamente a cambios bruscos de
condiciones climaticas. Hay poco que los agricultores de cultivos de campo
pueden hacer para incrementar la concentracion de CO, en las inmediaciones
de sus cultivos, pero el invernadero presenta una unica oportunidad para
modificar el ambiente aéreo (Hinklenton, 1988). Ademas de los factores
ambientales, los factores de cultivo, asi como el abastecimiento de agua,
puede ser regulado bajo proteccion. Esto puede ser combinado con la adicion
de una cantidad precisa de de fertilizante en el agua de irrigacion. Ademas,
mediante el uso de técnicas de cultivo sin suelo las plantas pueden crecer
aisladas del suelo, lo que reduce la posibilidad de infecciones por patégenos
edaficos (Gruda, 2005).

La calidad de los vegetales se ve fuertemente influenciada por la
genética. La seleccion del cultivar es de principal importancia en conseguir la
calidad del producto deseada. En general, existen algunas diferencias entre los
cultivares usados para ambos tipos de cultivo. Por ejemplo, los tomates de
invernadero son plantas indeterminadas, al contrario que en determinados
campos y plantas de tomate (Dorais et al., 2001). Por otro lado, bajo
invernadero se pueden minimizar muchas enfermedades fisioldgicas y otros
problemas abiéticos debido a un cambio correcto de cultivar con caracteristicas
de resistencia. A pesar de las ventajas en comparacién con la produccion al
aire libre, los invernaderos nunca estan completamente libres de la influencia
de situaciones de estrés, especialmente con respecto al calor y la energia
luminosa (Peet, 1999; Tognoni et al., 1999). Ademas, los vegetales cultivados
en invernadero suelen ser mas sensibles a enfermedades que los cultivados en
el campo (Gruda, 2005).
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1.5. MANEJO DEL CULTIVO DEL TOMATE: CALIDAD.

1.5.1. Factores ambientales que afectan a la calida d del fruto de tomate.

La calidad del fruto de tomate se ve afectada significativamente por las
condiciones ambientales a las que es sometido durante la maduracion, por la
fase de cosecha en la que es recogido de la planta, el nUmero de veces que es
manipulado, y por la temperatura y el tiempo de almacenaje. Cuanto mas
tiempo se mantiene el fruto en la planta mas sabroso es, y por tanto tiene una
mayor calidad nutricional. Una baja manipulacién reduce la incidencia de
marcas sobre el fruto, y se ha sugerido que el sabor se reduce conforme
incrementa el manejo. Es frecuente observar como el tomate que no madura en
la planta no tiene el mismo sabor y aroma que el tomate que desarrolla su

madurez plena hasta un color rojo unido a la planta (Jones, 1999).

El fruto cosechado que es magullado en la recoleccion y posterior
transporte liberara etileno (C,H,) que acelerara el proceso de maduracién. En
los estudios realizados por Sargent et al. (1997), encontraron que la madurez
del fruto en la cosecha, las temperaturas de almacenaje (20°C) y las
magulladuras internas afectaron negativamente tanto al sabor como a la

calidad de los frutos de tomate.

Los dos factores ambientales mejor conocidos que influyen sobre la
calidad nutricional de los frutos de tomate son la luz y la temperatura, los
cudles podrian estar estrechamente relacionados. Sin embargo, existen pocos
estudios sobre el efecto directo de condiciones de elevada humedad del aire y
de CO, sobre el contenido en fitonutrientes. Para los cultivos de tomate en
campo, los cambios en los valores nutricionales a menudo se describen en
términos de variacién en la localizacion geografica o la estacion, las cuales
incluyen interacciones entre varios factores, haciendo dificil su interpretacion.
Por ejemplo, grandes altitudes reducen la temperatura pero incrementan la luz
visible y UV, lo cual puede inducir un aumento en la acumulacion de ciertos

fitonutrientes como los carotenoides, ya que su principal funcidén es absorber la
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luz durante la fotosintesis y proteger a las células frente al exceso de luz
(Dorais et al., 2008). Por otro lado, se ha descubierto que los carotenoides
producidos en los frutos de cultivos de tomate protegidos son mas elevados al
final del periodo de cosecha que en la primera cosecha en Mayo (Auerswald et
al., 1996). Esto puede ser parcialmente debido a diferencias en la luz pero
también al estatus de agua en la planta mas pobre en las plantas viejas. Bajo
condiciones de estrés hidrico, el aumento en acido abscisico podria influir
sobre la produccion de etileno, que tiene un efecto sobre la concentracion de
carotenoides. Por tanto, el contenido en acido abscisico en el fruto de tomate
es mas dependiente del cultivar que de los cambios estacionales (Shinohara et
al., 1982).

1.5.1.1. Luz.

Tanto la intensidad como la duracién y la calidad de la luz afectan
fuertemente a fitonutrientes del tomate como el &cido ascoérbico, los
carotenoides y los fenoles. Asi, varios estudios han mostrado que antioxidantes
como el ascorbato, licopeno, (B-caroteno y fenoles incrementan ante una
intensidad luminica elevada (McCollum, 1954; Ju et al., 1999; Lee y Kader,
2000; Merzlyak et al., 2002; Amiot et al., 2007). También se ha informado sobre
una relacion linear entre la acumulacién de antocianinas y la intensidad de luz
(Ubi, 2004). Aunque la luz no es esencial en la sintesis de ascorbato, la
cantidad y la intensidad de luz durante la estacion de crecimiento influye en su
contenido en el fruto, ya que el ascorbato se sintetiza a partir de azlcares
suministrados a través de la fotosintesis (Lee y Kader, 2000). De hecho, existe
una correlacion positiva entre el contenido en azucares del fruto y el contenido
en ascorbato y licopeno (Gautier, 2005). Similarmente, aunque la formacion de
carotenoides en el fruto de tomate maduro no requiere la induccion por luz,
este factor ambiental juega un papel fundamental en la determinacion del
contenido en carotenoides. Por otro lado, la biosintesis de antocianinas en el
fruto maduro es un proceso dependiente de la luz (Lancaster, 1992), que
requiere de una sefal fotomorfogénica mediada por fotorreceptores. Asi, varios
autores han sugerido la participacion en este proceso de fotorreceptores UV-B,

fitocromos o criptocromos (Adamse et al., 1989; Kerckhoffs et al., 1992, 1997,
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Mol et al.,, 1996; Ninu et al., 1999; Giliberto et al., 2005). Por ello, para
promover la produccién fotosintética de carbohidratos se necesita una energia
suficiente de luz, ya que los carbohidratos son sustratos en la biosintesis de
flavonoides a través de las rutas del acido shikimico y fenilpromanoide. La
formacién de flavonol-glucésidos como kaempferol y quercetin también

requieren luz, pero no toda la sintesis de fenoles es sensible a la luz.

La duracién de la luz también afecta a los niveles de fitonutrientes.
Aunque la luz no es necesaria para la maduracion del tomate cuando es
recogido en el estado pre-climatérico, la exposicion del fruto a un fotoperiodo
de 8-h no dio lugar a niveles de licopeno tan elevados como los de los frutos

con 24-h en exposicion (Cox et al., 2003).

Ultimamente, se ha comprobado que la calidad de la luz también es un
factor determinante en la calidad nutricional del fruto. La luz roja estimula la
acumulacion de carotenoides en el tomate, mientras que la luz del rojo-lejano
detiene la produccion de carotenoides como el licopeno, probablemente desde
los fitocromos localizados en el fruto (Thomas y Jen, 1975; Alba et al., 2000).
En contraste, el contenido en ascorbato incrementa con una exposicion de luz
infrarroja de 700-1100 nm (Gautier et al., 2004). Esta respuesta podria ser
debida a un efecto combinado de la calidad espectral y la temperatura del fruto,
que afecta al metabolismo de los azlcares y consecuentemente al contenido
en ascorbato (Gautier et al., 2005). Un efecto positivo de la luz azul sobre los
fitonutrientes del tomate es menos conclusivo debido a variaciones entre los
genotipos y las condiciones de crecimiento (Jen, 1974; Spalding y Cosgrove,
1989, Parks et al.,, 2001; Ménard et al., 2006). Sin embargo, durante la
maduracion del fruto, aumentando la radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
y mas concretamente la luz azul, se produce un incremento en el contenido en
licopeno y B-caroteno en el fruto (Gautier et al., 2004). Para otras especies
vegetales, la luz azul incrementa las concentraciones de ascorbato y
antocianinas en el fruto (Spalding y Cosgrove, 1989; Parks et al., 2001; Lester,
2006).
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En contraste, bajo una radiacién solar excesiva o UV-B de sdélo unas
pocas horas se podria producir un dafio foto-oxidativo o fotoinhibicién y reducir
la sintesis de licopeno asi como el contenido en ascorbato en el fruto de tomate
(Adegoroye y Jollife, 1987; Prohens et al., 2004). Por ejemplo, Torres et al.
(2006) observaron que, tanto con o sin radiacion UV, el fruto de tomate
expuesto durante 5-h a una radiacion solar elevada presentaba un 30% menos
de ascorbato reducido (ASA) y un 20% menos de dehidroascorbato (DHA) en
el exocarpo, sugiriendo una degradacion parcial del “pool” total de ascorbato.
Estos autores también observaron un descenso en los carotenoides totales
después de 5-h de exposicibn a radiacion UV. Para el ascorbato total
(ASA+DHA), se observo una reduccion similar con la radiacion UV-B para los
genotipos con bajo (Esperanza) y elevado (DRW 5981) licopeno, mientras que
se encontré un aumento en el contenido en carotenoides y flavonoides en el
genotipo (HP1) (Giuntini et al., 2005). Un ambiente sin luz UV-B aumento la
actividad antioxidante y el contenido en carotenoides en Esperanza, mientras
que se redujo el contenido en carotenoides de DRW 5981, y no hubo un efecto

significativo sobre HP1.

Para los flavonoides, la sintesis de diferentes clases de estos
compuestos fendlicos deberia estar influenciada por las caracteristicas del
espectro (Awad y Jager, 2002), ya que la produccién de estos compuestos vy
otros fenilpropanoides podria ser estimulada para proteger los tejidos vegetales
del dafio UV (Dixon y Palva, 1995; Ubi, 2004). Sin embargo, Torres et al.
(2006) encontraron que el exocarpo de tomate no sufria cambios detectables
en las concentraciones de flavonoides (quercetin, kaempferol o naringenin)
conforme incrementaba la duracién a la exposicion. Por otro lado, los frutos de
tomate crecidos bajo tuneles y expuestos a una radiaciéon solar UV ambiente
(290-400 nm) tenian aproximadamente un 20% mas de acidos fendlicos (acido
cafeico, p-cumarico y acido ferdlico) y un 10-16% mas del contenido en fenoles
totales que los frutos crecidos bajo condiciones de exclusion UV (Luthria et al.,
2006). Como UV-B ejerce efectos muy diferentes sobre el contenido en
carotenoides (Giuntini et al., 2005), las condiciones de luz deben ser

consideradas en la selecciéon de variedades o lineas.
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1.5.1.2. Temperatura.

La temperatura tiene una influencia directa sobre el metabolismo vegetal
y, por tanto, afecta tanto al desarrollo del fruto de tomate como a su valor
nutricional (Heuvelink y Dorais, 2005; Dorais et al., 2001). Puesto que se
requiere una gran disponibilidad de esqueletos carbonados para la biosintesis
de ciertos fitonutrientes, como los flavonoides o el ascorbato, un incremento en
la acumulacién de azucares a través de la reduccion en la respiracion bajo
bajas temperaturas podria resultar en un mayor nivel de estos compuestos
fitoquimicos. Consecuentemente, el ascorbato generalmente disminuye con el
incremento en la temperatura, mientras que la regulacion de los carotenoides

por la temperatura es especifica del cultivo.

La temperatura Optima del cultivo de tomate depende tanto del genotipo
como de las interacciones con los factores ambientales y de cultivo (Dorais et
al., 2001), siendo mayor la sintesis de licopeno cuando la temperatura oscila
entre 12 y 21°C (Dorais et al., 2001). Asi, Krumbein et al. (2006) observaron
recientemente un incremento en la concentracion en licopeno en los tomates
tipo cherry y tipo redondo cuando la temperatura durante la fase de maduracion
del fruto incrementa de 15 a 20.3°C en otofio y de 18 a 22°C en primavera,
encontrdndose la temperatura optima entre 20 y 24°C para la biosintesis de
licopeno. En concordancia a estos datos, Roberson et al. (1995) encontraron
un estancamiento maximo en la concentracion de licopeno entre 18 y 26°C en
cultivos de suspension celular. En general, temperaturas inferiores a 10 °C y
superiores a 30°C inhiben el desarrollo de licopeno (Tomes, 1963; Koskitalo y
Ormrod, 1972). Las temperaturas elevadas también presentan un efecto
negativo sobre el B-caroteno y ascorbato, independientemente de su efecto
sobre el metabolismo de los azlcares, pero dependiente de la competicion de
los asimilados. También, las temperaturas frias nocturnas en los cultivos de
tomate en el campo reducen los carotenoides del fruto. En contraste al
licopeno, el B-caroteno del tomate sélo se ve ligeramente afectado por la alta
temperatura, probablemente debido a la conversion de licopeno en B-caroteno

bajo condiciones de elevadas temperaturas.
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En los cultivos de invernadero, los patrones de temperatura como las
temperaturas dia/noche o la integracion de la temperatura a lo largo de varios
dias podria influir en los fitonutrientes de los frutos. Por ejemplo, Dorais (2007)
encontraron que el uso de un pulso de baja temperatura (12°C comparado a
15°C, durante un periodo de 2-4 h) al final del fotoperiodo, donde se mantiene
una temperatura media de 18.5°C durante 24-h, disminuyé el contenido en
licopeno del fruto y su actividad antioxidante. Consecuentemente, el uso
generalizado de una baja temperatura pre-nocturna en invernadero para un
control del balance vegetal podria afectar las cualidades saludables de los
frutos en la cosecha.

1.5.1.3. CO, y déficit de presion de vapor (DPV).

A pesar de que la concentracion de CO, en la atmésfera ha
incrementado drasticamente durante los Ultimos 150 afios (270-367 uL L™;
Watson et al.,, 1990) debido a la combustion de carburante, la actividad
volcanica, el desarrollo urbano y la intensificacion de la produccién industrial
(Manning y Tiedemann, 1995; Romanova, 2005), se han realizado pocos
estudios cientificos sobre la influencia de la concentracion de CO, del aire
sobre el valor nutricional de los tomates. Sin embargo, si que se conocen los
efectos beneficiosos de las elevadas concentraciones de CO, sobre la
produccion de biomasa en cultivos horticolas como el tomate (Nederhoff, 1994;
Dorais et al., 2001; Heuvelink y Dorais, 2005). De acuerdo con la hipétesis del
balance fuente-sumidero, hay una tendencia general hacia un incremento en la
concentracion de compuestos secundarios de base carbdnica en respuesta al
aumento de CO, (Pefiuelas y Estiarte, 1998). Sin embargo, este
comportamiento ha sido mostrado sélo por algunas clases de compuestos
secundarios de base carbonica como los fenoles, aunque su transporte hacia
los frutos depende también de la especie y las condiciones de crecimiento. Por
otro lado, una concentracién elevada de CO, atmosférico parece reducir los
estreses oxidativos en plantas (Idso e Idso, 2001), y consecuentemente se ha
observado una reduccion en las concentraciones de antioxidantes vegetales.
En tomates, aunque el CO; estimula la produccion de provitamina A, aparece

un pequefio incremento (7%) en ascorbato en los frutos que han sido cultivados
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con el triple de la concentracion normal de CO, 0 en otros casos no se observa
ningln efecto del enriquecimiento con CO, sobre el ascorbato (Ozgelik y Akilli,
1999; Idso e Idso, 2001; Idso et al., 2002). Ademas, no se ha encontrado
ningun efecto del tratamiento con aire enriquecido con CO, sobre el contenido
en carotenoides de tomates cherry y tipo redondo en invernadero, cultivados

bajo diferentes grados de salinidad (Krumbein et al., 2006).

La humedad del aire, generalmente expresada como DPV, influye
enormemente en el estado hidrico vegetal y consecuentemente en la
transpiracion y en el transporte de los nutrientes. Dependiendo de la especie
vegetal, un incremento en la humedad del aire entre 0.5-2.0 kPa o tiene poco
efecto o incrementa la fotosintesis (Heuvelink y Dorais, 2005). Sin embargo, es
bien conocido que el DPV influye en la calidad externa de los frutos debido al
desarrollo de desoérdenes fisiologicos (Dorais et al., 2001), aunque se conoce

poco acerca de su efecto sobre los compuestos promotores de salud.

Algunos autores (Leonardi et al., 2000; Dorais et al., 2001) han
encontrado que los frutos de tomate cultivados en invernadero tenian una
coloraciéon mas intensa cuando las plantas crecian bajo un elevado DPV, lo que
sugiere un mayor contenido en licopeno posiblemente debido a un estado
hidrico vegetal sub-6ptimo. Es posible que una reduccion en la acumulaciéon
neta de agua en los frutos sometidos a un DPV elevado pudiera concentrar los
fitoquimicos saludables del fruto (Guichard et al., 1999).

1.5.1.4. Calidad del aire y contaminantes.

Uno de los procesos fisioldgicos que pueden alterar o reducir la calidad
nutricional y la actividad antioxidante de los productos vegetales es el estrés
oxidativo (Torres et al., 2006). Por ejemplo, los contaminantes aéreos (polvo,
ozono, diéxido de azufre, oOxido nitrico, nitrito y amonio) disminuyen el
contenido en ascorbato, carotenoides y vitaminas del complejo-B en muchos
frutos principalmente debido al dafio oxidativo del ADN, proteinas, sintesis
enzimatica y membranas (Lester, 2006). El ozono puede alterar metabolitos

secundarios como los flavonoides y otros compuestos fendlicos, a través de
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cambios en la actividad fenilalanina amonioliasa (PAL) y asi el estado y
productividad de toda la ruta fenilpropanoide (Manning y Tiedemann, 1995). La
distribucion de carbono en las plantas podria afectarse también por el Oz a
través de efectos sobre la fotosintesis y el ambiente alrededor del fruto, lo que
podria afectar indirectamente a su valor nutricional. El efecto de los
contaminantes del aire producidos por la volatilizacibn de pesticidas bajo
elevada temperatura sobre los compuestos saludables es otro aspecto que no

se ha investigado extensivamente en el fruto de tomate.

Otra fuente potencial de contaminantes son los biosélidos procedentes
de lodos de aguas residuales o de los residuos industriales, que son usados en
algunos paises como fertilizantes en cultivos horticolas como los tomates.
Existe poca informacion cientifica disponible sobre el efecto global de los
contaminantes presentes en estos biosolidos (plomo, cadmio, mercurio,
hormonas, antibidticos, compuestos organicos persistentes) sobre los
fitonutrientes del tomate. Por ejemplo, si se ha comprobado que los residuos de
particulas presentes en los suelos pueden ser translocados al fruto (Gonzalez
et al., 2005). A pesar del aumento en la preocupacion de los consumidores por
el contenido en residuos pesticidas en los frutos y vegetales, se conoce poco

acerca de sus efectos directos sobre los fitonutrientes en plantas.

1.5.2. Desordenes fisioldgicos comunes en el fruto de tomate.

Las condiciones ambientales a las que se exponen los frutos de tomate
durante su crecimiento son determinantes en su desarrollo y, por tanto, como
hemos descrito en el apartado 1.3, en su calidad nutricional. Cuando se
produce una situacion de estrés abidtico, se pueden desencadenar una serie
de desordenes fisiologicos que alteran tanto la calidad del fruto como su
aceptabilidad en el mercado. Asi, las fisiopatias mas comunes en los frutos de

tomate son las siguientes (Jones, 1999):

1.5.2.1. Mancha solar: se caracteriza por la formacién de un anillo amarillo-

anaranjado que rodea la zona de abscision del fruto, producido por una

disminucién en la sintesis de licopeno u oxidacion de éste a 3-caroteno, debido
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a una alta radiacion y/o una elevada temperatura (Adegoroye y Jolliffe, 1983).
El control de esta fisiopatia se realiza mediante el uso de cultivares resistentes,
técnicas de sombreo o refrigeracion en los invernaderos, reduccion de la
exposicion de los frutos al sol, o mediante la maduracion con etileno de los

tomates verdes en oscuridad (Imagen 1.3).

1.5.2.2. Escaldado: los frutos desarrollan un tejido necrético de color blanco
rodeado de un halo amarillo. La causa principal es la exposicion repentina al
sol de frutos cubiertos por hojas, y posterior ataque por hongos secundarios. La
poda y recoleccion cuidadosas minimizan el problema, o también mediante un

buen programa de control de enfermedades foliares (Imagen 1.3).

Imagen 1.3. Mancha solar (izquierda) y escaldado (derecha) en frutos de tomate.

1.5.2.3. Deformaciones “catface”. se generan tomates amorfos, con grandes

cicatrices y agujeros en el extremo pistilar. Las causas son poco conocidas,
aunque podria ser debido al frio, a la poda o a altos niveles de N. Se puede
controlar mediante el uso de cultivares no susceptibles o con calefaccién para

evitar las bajas temperaturas en los invernaderos (Imagen 1.4).

1.5.2.4. Podredumbre apical: también conocida como “blossom-end rot” (BER),

comienza con la aparicion de lesiones de coloracion tostado claro a oscuro en
el extremo pistilar, que desencadenan una podredumbre negra secundaria.

Pueden producirse también lesiones negras internas, induciendo una
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maduracion mas rapida del fruto. Esta fisiopatia se debe a una deficiencia de
Ca en el extremo distal del fruto, o a condiciones que reduzcan la absorcién
radicular de Ca (humedad relativa elevada o alta salinidad). El control se lleva a
cabo mediante una aplicaciébn adecuada de fertilizantes y de agua, uso de
cultivares tolerantes, realizdndose enmiendas con piedras ricas en Ca (calizas
o dolomiticas) o mediante la aplicacion foliar de cloruro célcico anhidro (Imagen
1.4).

Imagen 1.4. Deformaciones “catface” (izquierda) y podredumbre apical (derecha) y en

frutos de tomate.

1.5.2.5. Agrietado: grietas concéntricas o radiales a partir de la cicatriz
peduncular del tomate. Esta relacionado con la fuerza y la capacidad de
estiramiento de la epidermis del fruto, siendo producido por un aumento en la
humedad relativa y exposicion al sol, o por la formacion de plantas suculentas
(con una nutricion alta de N y baja de K). Se puede controlar mediante el uso
de cultivares tolerantes al agrietado, por un programa de irrigacion y nutricion
mineral adecuado o reduciendo la exposicion de los frutos al ambiente (Imagen
1.5).

1.5.2.6. Ahuecado: los tomates externamente presentan zonas aplastadas,
correspondientes al hinchazén de los l6culos. Se puede producir por una
polinizacion, fertilizacion o desarrollo seminal incorrectos, luz insuficiente y

temperaturas extremas, o por el uso de auxinas para mejorar el cuajado del
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fruto. Se previene proporcionando un buen estado nutricional o mediante el uso

de cultivares resistentes (Imagen 1.5).

Imagen 1.5. Agrietado (izquierda) y ahuecado (derecha) en frutos de tomate.

1.5.2.7. Punteaduras: se producen cicatrices amarillas o marrones, necréticas,
desde la cicatriz peduncular. La causa es desconocida, aunque es mas
frecuente en cultivares de frutos grandes. Se controla usando cultivares

resistentes (Imagen 1.6).

1.5.2.8. Cicatrices en cremallera: se forman cicatrices estrechas, marrones y

necroticas, desde el extremo peduncular hasta el pistilar, con pequefas
lesiones transversales a lo largo de ella. Se produce por la unién de las anteras
a la pared del ovario del nuevo fruto, siendo mas pronunciado en climas frios.
Como medida de control se usan cultivares tolerantes y, en invernadero,

manteniendo temperaturas adecuadas (Imagen 1.6).

1.5.2.9. Tejido blanco interno: se generan fibras blancas dispersas o

agrupadas, distribuidas por el mesocarpo y el tejido placental. Se debe a un
estado nutricional pobre en K o a altas temperaturas. Un aporte nutricional
adecuado, evitar condiciones de estrés y utilizar cultivares resistentes puede

controlar esta fisiopatia (Imagen 1.6).
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Imagen 1.6. Punteaduras (izquierda) y cicatrices en cremallera (derecha) y tejido

blanco interno (abajo) en frutos de tomate.
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2. OBJETIVOS

Los invernaderos mediterraneos permiten producir en condiciones
suboptimas un gran numero de productos horticolas a un bajo coste, mediante
el uso de invernaderos poco tecnificados con un minimo control climatico. Hoy
dia, la fuerte competitividad del mercado destaca la necesidad de aumentar la
calidad de los productos horticolas de invernadero mediante un mejor control
climatico, por lo que es necesario encontrar un compromiso econémico entre
los mayores costes de los invernaderos mejorados y sus prestaciones
agronémicas. Asi, en el agrosistema mediterraneo de Espafia existen varios
modelos tecnoldgicos, invernaderos con diferente nivel de equipamiento con
distintos costes y prestaciones agrondmicas, entre los cuales pueden optar los
agricultores segun las estrategias de produccion elegidas en cada caso. Los
modelos tecnolégicos con perspectivas de futuro son dos: invernaderos tipo
parral mejorado, de bajo coste y nivel tecnolégico, e invernaderos tipo
multitinel industrial, de mayor coste y que permite niveles de equipamiento
mas completos. El invernadero parral mejorado no se emplea en ciclos de
verano, mientras que el invernadero multitinel permite extender el calendario
de cultivo a épocas de alta radiacion, al estar dotado de equipos de climatacion
adecuados. Sin embargo, en ambos tipos de invernaderos el control de las
condiciones climaticas es un problema debido a la gran intensidad de la luz
solar, a las elevadas temperaturas y al alto DPV del aire durante el verano, los
cudles pueden influir tanto en la producciéon y como en la calidad nutricional de
los frutos de tomate cherry, y desencadenar situaciones de estrés ambiental.
Con el fin de evitar estas situaciones de estrés, en la actualidad se estan
introduciendo en la region mediterranea invernaderos de alta-tecnologia,
aunque su efecto sobre la fisiologia del fruto es todavia desconocida en la
mayoria de las plantas horticolas (Castilla, 2004).

Nuestro grupo de investigacion ha realizado numerosos trabajos
experimentales sobre las plantas cultivadas en condiciones adversas. En el
mundo cientifico, la mayoria de las investigaciones realizadas hasta el presente
se han centrado en la utilizacion de diversos estreses abidticos: fluctuaciones
en la intensidad luminosa, condiciones térmicas extremas, congelacion,

salinidad, sequia, exposicion al SO, u Og, etc., y el estudio de las respuestas
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de resistencia principalmente en hojas. Sin embargo, existen pocos estudios

especificos de cémo las variables ambientales influyen sobre los mecanismos

de respuesta al estrés en los frutos de tomate.

Por tanto, y considerando la importancia econémica y nutricional del

cultivo de tomate y sus productos alimentarios, los objetivos fundamentales de

este trabajo fueron los siguientes:
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1. Comprobar cédmo el control de los factores ambientales (temperatura,

radiacion solar y DPV) influyeron sobre la produccion, la respuesta de
varios indicadores de estrés ambiental y la calidad nutricional en frutos
de tomate cherry cultivados en dos tipos de invernaderos mediterraneos
experimentales: baja-tecnologia (parral mejorado) y alta tecnologia
(multitinel). Con este objetivo intentamos evaluar estos dos tipos de
invernaderos mediterraneos experimentales tanto desde el punto de
vista agronomico (estudio de la produccion y calidad nutricional) como
fisiologico (respuestas metabdlicas y bioquimicas frente a la alteracion
de las variables ambientales).

Estudio de la respuesta fisioldgica en la fraccion exocarpica de los frutos
de tomate cherry bajo condiciones de estrés ambiental. En este objetivo
estudiaremos la respuesta de diversos procesos fisioldégicos en plantas
que intervienen en la tolerancia al estrés ambiental en la fraccibn mas
expuesta a las variaciones climaticas, como es el exocarpo, con el fin de
definir los indicadores bioquimicos que sean utiles en la seleccion o
desarrollo de frutos de tomate cherry resistentes a las alteraciones

climéaticas.



BLOQUE I







En el area mediterrdnea, las condiciones ambientales influyen
directamente sobre los cultivos de invernadero, sobre todo debido a las
condiciones desfavorables producidas por el incremento en las temperaturas,
radiacion solar y DPV durante el verano. Estas variables ambientales pueden
conllevar a serias consecuencias en la calidad de los cultivos horticolas,
produciendo pérdidas tanto en la produccion y como en la calidad nutricional.
Por ello, en la actualidad se estan introduciendo en la region mediterranea
invernaderos de alta-tecnologia que permitan un mayor control de las
condiciones ambientales e intentar reducir considerablemente las
consecuencias del estrés ambiental sobre los cultivos. Por tanto, en este
bloque se aborda el primer objetivo de este trabajo con el estudio comparativo
de dos tipos de invernaderos mediterraneos experimentales: parral mejorado
(de bajo coste y nivel tecnolégico) y multitinel (de mayor coste y que permite
niveles de equipamiento mas completos). En ambos invernaderos
estudiaremos como diferentes condiciones ambientales (temperatura, radiacion
solar y DPV) afectan a la produccion y a la calidad nutricional de los frutos de
tomate cherry. Ademas, en este bloque analizaremos en los frutos de tomate la
respuesta de diferentes indicadores bioquimicos caracteristicos de la presencia
de un estrés ambiental en ambos invernaderos. En definitiva, lo que
pretendemos en este bloque es definir las condiciones ambientales Optimas
para la mejora de la produccion y la calidad nutricional de los frutos de tomate

cherry cultivados en invernadero.
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3. PRODUCCION E INDICADORES DE ESTRES

3.1. INTRODUCCION.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta horticola anual con
una importante distribucion a lo largo del mundo y un gran valor econémico, la
cual presente una serie de efectos beneficiosos a través de su consumo debido
a su elevado contenido en compuestos antioxidantes (Bilton et al., 2001).
Segun la FAO, el tomate es el segundo vegetal mas cultivado en el mundo,
después de la patata, con una producciéon mundial de aproximadamente 125 x
10°t de tomate fresco en 4.6 x 10° por todo el mundo, siendo China, EEUU y
Turquia los principales productores (FAOSTAT, 2006). En varias regiones del
area mediterrdnea, los tomates cherry se cultivan a lo largo del afio en
invernaderos de plastico, siendo Espafia el pais donde se encuentra la mayor

superficie de invernaderos (Castilla, 2004).

El clima mediterrAdneo esta caracterizado por un aumento en la radiacion
solar, en las temperaturas y en el DPV durante los meses de verano. Estas
variables ambientales pueden limitar severamente tanto la productividad como
la calidad nutricional de un cultivo (Adams et al., 2001). Existen varios factores
ambientales que pueden desencadenar una situacién de estrés, entre los que
se pueden incluir: contaminacion aérea (ozono y diéxido de azufre), aplicacion
de herbicidas, presencia de metales pesados, sequia, salinidad, aparicion de
lesiones, luz UV, temperaturas extremas, y foto-inhibicién producida por una
radiacion solar excesiva (Buchanan et al., 2000; Apel y Hirt, 2004). De ellos, la
temperatura, la radiacion solar y el DPV son fundamentales en los
agrosistemas de cultivo intensivos, como los invernaderos, donde se desarrolla
la mayor parte del cultivo del tomate (Adams et al., 2001; Lee y Chen, 2002).
Por tanto, estas condiciones ambientales adversas pueden generar ROS en los
frutos de tomate cherry cultivados en invernadero (Dumas et al., 2003), las
cudles pueden atacar todo tipo de biomoléculas y causar el deterioro de las
membranas, peroxidacion de lipidos y mutaciones en el ADN, conduciendo a
una serie de disfunciones metabdlicas y estructurales, y finalmente a la muerte
celular. Estos cambios oxidativos se han caracterizado colectivamente como

sintomas de un sindrome denominado ‘estrés oxidativo’ (Halliwell y Gutteridge,
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1989; Foyer y Noctor, 2005). El oxigeno molecular (O,) posee la propiedad
inusual de tener dos electrones desapareados con espin paralelos. Ademas, el
oxigeno también es capaz de aceptar algun electron, lo que daria lugar a la
formacion de los ROS. Estos radicales libres son moléculas con un electron
desapareado y muchos de ellos son altamente reactivos. En la cadena de
interconversion redox desde O, a H,O (lo que requiere un total de 4 electrones
por molécula de O,) estan implicados muchos intermediarios ROS. Todos ellos
son menos estables que el O, 0 el H,0. Las ROS incluyen al radical superéxido
(O2*), el radical hidroxilo (OH®), el peroxido de hidrogeno (H2O2) o el oxigeno
singlete (*O,; Elstner y Oswald, 1994; Foyer y Noctor, 2005). Como resultado
se produce una gran peroxidacion de lipidos, que puede ser cuantificada
mediante la medida del contenido en malondialdehido (MDA) y la actividad lipo-
oxigenasa (LOX; EC 1.13.11.12), la cual puede desencadenar la muerte celular

y posterior necrosis de los tejidos del fruto (Fu y Huang, 2001; Mittler, 2002).

Para controlar los niveles de ROS y proteger a las células bajo
condiciones de estrés, los tejidos vegetales contienen enzimas que detoxifican
esos ROS, como la superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), la catalasa
(CAT; EC 1.11.1.6) o la ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11), asi como
un amplio grupo de antioxidantes no-enzimaticos (Blokhina et al., 2003). Este
sistema realiza una serie de funciones determinadas, tales como la proteccion
tras un exceso de absorcidon de energia luminosa, una via alternativa de
regeneracion del NADP, la detoxificacion de los distintos ROS, la reparacion de
las estructuras dafiadas por la oxidaciéon y la regulacion de todos los procesos
celulares (Salin, 1988; Foyer et al., 1994; Smirnoff, 2000).

La detoxificacion del O," se consigue a través de una enzima, la SOD,
encargada de catalizar la dismutacion de superoxido a HyO,. El nivel
intracelular de H,O, esta regulado por un amplio rango de enzimas, siendo las
catalasas y las peroxidasas las mas importantes. Las CATs son unas enzimas
localizadas en el peroxisoma que, al contrario que las peroxidasas, no
requieren un sustrato reductor para realizar su actividad. Sin embargo, las

APXs son las principales encargadas de detoxificar el H,O,, operando tanto en
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el citosol como en los cloroplastos, usando el acido ascérbico reducido (ASA)
como sustrato, y formando parte del ciclo conocido como el ciclo ascorbato-
glutation o Halliwell-Asada (Foyer y Mullineaux, 1994; Inzé y Van Montagu,
1995). Por otro lado, uno de los antioxidantes mas estudiados y poderosos es
el ASA. La capacidad de donar electrones en un amplio rango de reacciones
enzimaticas y no-enzimaticas hace del ASA el principal compuesto
detoxificador de ROS en la fase acuosa, ya que puede directamente inactivar el
anion superoxido, los radicales hidroxilo y el oxigeno singlete, y reducir el H,0O,
a agua a través de la reaccion APX (Noctor y Foyer, 1998; Blokhina et al.,
2003).

Ademas del sistema antioxidante, los solutos osmoprotectores son
compuestos que pueden participar en los mecanismos de tolerancia e indicar la
posible presencia de un estrés ambiental. La acumulacion de solutos
osmoprotectores como la prolina es importante en las respuestas al estrés, ya
que protege a la estructura de las proteinas de la desnaturalizacion, estabiliza
las membranas celulares mediante interacciones con los fosfolipidos, detoxifica
los radicales hidroxilo y también puede ser usada como fuente de energiay N
(Hare et al., 1999; Claussen, 2005). Por otro lado, las diferentes situaciones de
estrés que causan, directa o indirectamente, la acumulacion de los ROS
también estan asociadas con la acumulaciébn de azucares solubles, que
generalmente ha sido considerada como una respuesta de adaptacion a las
condiciones de estrés ambiental (Couée et al, 2006). Por tanto, otro proceso
observado bajo condiciones de elevadas temperaturas y radiacion solar es la
degradacion de sacarosa a hexosas (glucosa y fructosa), que son precursores
de muchos compuestos antioxidantes (Sanchez et al., 2005; Carrari y Fernie,
2006).

Los invernaderos mediterraneos permiten producir en condiciones
subdptimas un gran namero de productos horticolas a un bajo coste, mediante
el uso de invernaderos poco tecnificados con un minimo control climatico
(Castilla, 2003). Hoy dia, la fuerte competitividad del mercado destaca la
necesidad de aumentar la calidad de los productos horticolas de invernadero

mediante un mejor control climéatico, por lo que es necesario encontrar un
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compromiso econdmico entre los mayores costes de los invernaderos
mejorados y sSus prestaciones agronomicas. Asi, en el agrosistema
mediterraneo de Espafa existen varios modelos tecnoldgicos, invernaderos
con diferente nivel de equipamiento con distintos costes y prestaciones
agronomicas, entre los cuales pueden optar los agricultores segun las
estrategias de produccion elegidas en cada caso. Los modelos tecnologicos
con perspectivas de futuro son dos: invernaderos tipo parral mejorado, de bajo
coste y nivel tecnoldgico, e invernaderos tipo multitinel industrial, de mayor
coste y que permite niveles de equipamiento mas completos. El invernadero
parral mejorado no se emplea en ciclos de verano, mientras que el invernadero
multitinel permite extender el calendario de cultivo a épocas de alta radiacion,

al estar dotado de equipos de climatacion adecuados.

El control de las condiciones climaticas en los invernaderos es un
problema debido a la gran intensidad de la luz solar, a las elevadas
temperaturas y al alto DPV del aire durante el verano, los cuales podrian influir
en la produccion y desencadenar situaciones de estrés ambiental en los frutos
de tomate cherry. Con el fin de evitar estas situaciones de estrés, en la
actualidad se estan introduciendo en la region mediterrdnea invernaderos de
alta-tecnologia, aunque su efecto sobre la fisiologia del fruto es todavia
desconocida en la mayoria de las plantas horticolas. Por tanto, el objetivo de
este capitulo fue comprobar como el control de estos factores ambientales
(temperatura, radiacion solar y DPV) influyeron sobre la produccion,
detoxificacion de H,O, y varios indicadores de estrés ambiental en frutos de
tomate cherry cultivados en dos tipos de invernaderos mediterraneos

experimentales: baja-tecnologia (parral mejorado) y alta tecnologia (multitinel).
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3.2. MATERIAL Y METODOS.

3.2.1. Descripcién del area de ensayo.

A) Localizacion: Los ensayos se llevaron a cabo en la Estacion Experimental
La Nacla de la Caja Rural de Granada, que se encuentra ubicada dentro del
término municipal de Motril (provincia de Granada, Espafia). Su situacion
geografica fue 36° 45’ Norte, 3° 30’ Este y a una altitud de 130 m sobre el nivel

del mar.

Figura 3.1. Situacion de la Estacion experimental La Nacla.
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B) Caracteristicas climaticas: El clima de esta zona esta catalogado como
Mediterraneo subtropical (MAPA, 1989). Su pluviometria media anual esta por
debajo de los 500 mm, constituyendo los meses de verano un periodo de
sequia muy notable. No presenta riesgo de heladas en ningun periodo del afio
y su régimen de humedad es mediterraneo-seco (Papadakis, 1960). El regimen
térmico se caracteriza por veranos calurosos e inviernos suaves, donde la
temperatura media anual ronda los 18°C, la temperatura media de maximas
absolutas anuales los 33°C y la temperatura media de las minimas absolutas

anuales los 2.5°C.

3.2.2. Descripciodn de los invernaderos experimental  es.

Los ensayos se realizaron en dos sistemas productivos diferentes, un
sistema de bajo nivel tecnolégico frente a otro mas sofisticado, con el objeto de
realizar una comparativa a nivel agronomico (produccion) y fisiolégico entre los

tomates cherry de ambos invernaderos.

3.2.2.1. Sistema de baja-tecnologia: Invernadero pa rral mejorado.

Consiste en un invernadero multicapilla tipo parral mejorado, orientado
longitudinalmente Este-Oeste, y con una pendiente de cubierta simétrica de 27°
respecto a la horizontal. Este valor maximiza la transmisividad en la radiacién
en los meses invernales y disminuye el angulo de incidencia a valores proximos
a cero en fechas cercanas al equinoccio, coincidiendo con el sefialado por
Bailey y Richardson (1990) como pendiente Optima en invernaderos de cubierta

plastica.

Consta de 3 modulos, cada uno con una anchura de 6 m, una longitud
de 25 m, una altura de canal de 4 m y de cumbrera 5.5 m. La superficie de
cada mddulo fue de 150 m?, siendo la superficie total del invernadero de 450

m?. En el interior del invernadero se ha habilité un pasillo de hormigén a lo
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largo del modulo situado mas al norte, junto a la ventana lateral y que ocup6 42
m?, quedando como superficie real para el cultivo 408 m?.

|

'5 20 |m

375 m

Figura 3.2. Estructura del invernadero de baja-tecnologia tipo parral mejorado.

La estructura perimetral estaba compuesta por un zuncho hormigonado,
sobre el que se apoy6é un ruedo exterior de soportes metélicos verticales
formado por perfiles IPN de 12 cm de ancho x 6 cm de canto separados entre
si 2.8 metros en sentido longitudinal y 3 m en sentido transversal. La sujecion
se completdé con tirantes exteriores. La estructura vertical interna estaba
formada por tubos metalicos de seccidn circular en las cumbreras y tirantes

(alambres trenzados) en el canaldn de desagiie, separados entre si 3 m.

El tejido de cubierta fue doble, tipica de los invernaderos tipo parral, con
una malla exterior al plastico y otra interior entre las que queda sujeto. Cada
una de estas mallas constaba de una red principal formada por alambre
trenzado de 6 mm de diametro y una malla secundaria de alambre sencillo de
2.5 mm en el caso de los alambres longitudinales y 2 mm de diametro en el
caso de los transversales (Fig. 3.2). La cuadricula de alambre resultante

presentaba una dimension de 0.3 m x 0.2 m.
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Imagen 3.1. Vista exterior (arriba) e interior (abajo) del invernadero experimental de

baja-tecnologia (parral mejorado) con el cultivo de los tomates cherry.
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Para la sujecién del plastico lateral se utilizaron tres perfiles en U
situados a 1.33 m del suelo, a 3.55 m y a la altura del canal, 3.75 m,
respectivamente. El material quedaba sujeto al acoplar una goma en el perfil en
U, de este modo se evitaba el punteo y rasgado del plastico, aumentando la

hermeticidad de la estructura con respecto a las tipicas de la zona.

El invernadero estaba dotado de un sistema de -calefaccion por
generadores de aire caliente, distribuida por mangas de polietileno perforadas a

nivel de cultivo.

La ventilacion fue natural a través de ventanas laterales y cenitales de
apertura automatizada. Las ventanas laterales eran enrollables situadas en los
lados Norte y Sur, a 1 m de altura y con 2 m de apertura. Las ventanas
cenitales situadas en la cara norte a lo largo del invernadero, también eran
enrollables con una apertura de 1.5 metros de luz. La superficie de apertura
respecto a la superficie de suelo era de 25% para las ventanas cenitales y del

22.22% para las laterales, sumando un 47.22% entre ambas.

3.2.2.2. Sistema de alta-tecnologia: Invernadero mu ltitunel.

Se basa en un invernadero industrial tipo multitanel, también orientado
longitudinalmente Este-Oeste y trimodular. Cada médulo estaba constituido por
11 arcos de 6.4 metros de luz. La distancia entre dos arcos contiguos era de
2.5 m. Las dimensiones del invernadero fueron: 27.5 x 19.2 m de planta
(superficie total 528 m?, superficie de cada médulo 176 m?), con una altura al
canalén de 4 m y a la cumbrera de 5.31 m. El pasillo del interior, también de
hormigén y situado a lo largo del médulo norte, ocupaba 46.5 m?, de forma que

la superficie real para el cultivo fue de 482.25 m?.

La estructura externa estaba formada por un muro perimetral de
hormigdén de 0.5 metros de altura sobre el que se insertaba la estructura
metalica, de acero laminado en frio y galvanizado en caliente, prefabricada.
Esta estaba constituida por pilares de seccion circular que soportaban los arcos

configurando una cubierta semicilindrica, reforzada por varios tirantes y
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correas. La unidén entre las diferentes partes de la estructura se realizd
mediante piezas de enlace preconformadas fabricadas por la misma empresa
encargada de la construccion. La sujecién del material de cubierta a la

estructura fue mediante perfiles omegas.

Este invernadero presentd un sistema de calefaccion mediante caldera
de gasoil por agua caliente conducida en tuberia de acero con salto térmico
posible de 20°C.

La ventilacion natural se baso también en ventanas laterales a ambos
lados y cenitales en el lado norte de cada modulo, a lo largo del invernadero,
de apertura y cierre automatizado. Las ventanas laterales estaban situadas a
1.20 m del suelo con una apertura de 1.70 m. La apertura maxima de las
cenitales era de 1.10 m de luz. La superficie total de apertura respecto a la
superficie de suelo fue de 34,89% correspondiendo un 17.70% a las ventanas
laterales y un 17.19% a las cenitales (-12,33% que el parral).

La ventilacion forzada se realiz6 mediante 3 ventiladores helicoidales
exteriores, instalados en el lateral del médulo norte. Estos introducian aire mas
fresco al interior del invernadero (36 6 30 renovaciones h™') y se activaban bajo

temperaturas superiores a entre 25 °C y 30 °C segun la época del afio.

Figura 3.3. Estructura del invernadero de alta-tecnhologia tipo multitinel.
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Imagen 3.2. Vista exterior (arriba) e interior (abajo) del invernadero experimental de

alta-tecnologia (parral mejorado) con el cultivo de los tomates cherry.
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A la altura de la canal se instalaron 3 ventiladores desestratificadores
para agilizar la circulacion interna del aire, que se activaban cuando la
temperatura superaba los 22 °C; y un cuarto en la entrada de la antesala para
dificultar el paso de una posible fuente de plagas al interior del invernadero,

gue se activaba con la apertura de la puerta.

Ademaés se coloco una pantalla mixta LS PE 40 del 40% (térmica-malla
de sombreo) mavil automatizada con sistema de traccion tubo-cremallera a 3.5
m de altura, usada en invierno para ahorrar energia de la calefaccion y en los
meses mas calurosos para evitar altas temperaturas. El despliegue de la
pantalla como malla de sombreo se producia para temperaturas superiores

entre 20°C y 30°C, segun la época y la intensidad de la radiacion solar.

3.2.2.3. Otras caracteristicas de los invernaderos.

El material de cubierta utilizado en ambos invernaderos fue un filme de
polietileno tricapa PE-EVA-PE (Triplast de Plastimer) de 200 um de espesor. La
capa interior de PE era antigoteo y la exterior de larga duracion. Este se colocé
nuevo al inicio del ensayo (septiembre del 2003) y se cambio una vez durante
el mismo, al finalizar el segundo afio (julio del 2005). En los tres afios, al llegar
la primavera, el filme del invernadero parral se blanque6 con Blanco de Espafia
(Indalo Blanc) con el objeto de evitar un excesivo ascenso de las temperaturas.
En el tercer afio de cultivo esta operacion se repitio a los 28 dias porque tras el
primer blanqueo llovié y se limpio la cubierta. En el invernadero multitinel el
ascenso de temperaturas se traté de controlar a través de la pantalla de

sombreo y los ventiladores.

60



3. PRODUCCION E INDICADORES DE ESTRES

3.2.3. Material vegetal.

La especie vegetal utilizada ha sido tomate tipo cherry (Solanum
lycopersicum L. cv Naomi), injertado sobre patron “Maxiflor” de la casa Ruiter.
Esta variedad de porta-injerto, usada también en berenjena, se caracteriza por
su potente sistema radicular, su buen comportamiento a bajas temperaturas y
en condiciones de salinidad, induciendo también un mayor vigor, produccion y
calibre de la fruta. Ademas, presenta resistencia a: ToMV (tomato mosaic
virus), fusarium 2, fusarium radici, verticillum, corky-root, y nematodos. En
cuanto al cultivar de tomate cherry utilizado (cv. Naomi), es de crecimiento
indeterminado y larga vida, y se caracteriza por ser una planta vigorosa y de
buena produccién, para recolectar en ramo. Sus frutos se insertan en los
racimos en forma de raspa, tienen mucho sabor y presentan buena

consistencia y color. Resistente a Fusarium y verticillum.

Imagen 3.3. Racimo de frutos maduros de tomate cherry (cv. Naomi).
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3.2.4. Disefio experimental y condiciones de crecimi  ento del

cultivo.

El ensayo se llevé a cabo durante tres afios consecutivos (del 2003 al
2006), en los que se realizaron tres campafas de ciclo largo que se extienden
desde el otofio hasta la primavera. Para ello, las semillas de tomate cherry se
sembraron en unas bandejas planas (tamafio de celda 3 cm x 3 cm x 10 cm,
con 100 casillas por bandeja) rellenas con una mezcla de turba y vermiculita
50% (v/v), y se mantuvieron en un semillero durante 4 semanas (Saliplant S.L.;
Carchuna, Granada). Transcurrido este tiempo, a finales de Septiembre, las
plantulas se trasplantaron en los dos invernaderos experimentales de estudio,

manteniendo el cultivo durante aproximadamente nueve meses.

En ambos invernaderos, las plantas crecieron en sacos rellenos de
perlita (1.20 m de longitud, 40 L de volumen), siendo su disposicién en el
invernadero de 2 m de distancia entre lineas de cultivo y 0.2 m entre sacos de
la misma linea, con una orientacion Norte-Sur. El marco de plantacién
empleado fue de 2 m de distancia entre lineas de cultivo (pasillo ancho que
facilita el paso para las operaciones de cultivo) y de 0.2 m entre sacos. En cada
saco se colocaron 9 plantas (tres golpes con tres plantas cada uno), por lo que
la densidad de plantacién en ambos invernaderos fue de 3.21 plantas m™.

Imagen 3.4. Saco de perlita usado para el cultivo de tomate cherry.
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El sistema de riego usado fue goteo localizado. Se instalaron tres
goteros por saco dotados de piqueta, con un caudal 3 L h™* a una presién de 1
Kg cm?. El criterio de riego fue en funcién del volumen de drenaje,

manteniéndolo en torno al 20-25%.

El agua empleada para el riego proviene del Canal de la Cota 100, que
es alimentado por el rio Guadalfeo. Se realizaron varios analisis para conocer
su contenido en los iones mas importantes y su evolucién a lo largo del ensayo.
Su composicién guimica media expresada en mmol L™ fue la siguiente: 0.13
K*: 1.62 Na"; 1.595 Ca'"; 1.525 Mg*™; 0.69 SO,*; 2.07 Cl ; 0.03 NO3’; 4.36
HCO’5; 0 CO3s%. La conductividad eléctrica (CE) del agua fue de 0.69 mS cm™y
el pH (20°C) de 7.77. Segun las normas Riverside se trata de un agua C,-Si,
de buena calidad, con bajo contenido en sodio, y apta para el riego (Cadahia,
2005).

La fertilizacion se realizo junto al riego. En los tres afios de ensayo se
siguid practicamente el mismo patron de aporte. La composicion media de la
solucién nutritiva en mmol L™ fue: 12 NO3’; 1.75 H,PO,*; 1.5 SO,%; 6.25 K™;
3.75 Ca**; 0.5 Mg?*. Los valores de CE se mantuvieron en torno a 2.3 mS cm™

y el pH en 5.8.

Las plantas de tomate necesitan altos niveles de potasio durante el
desarrollo de los frutos. El intercambio de este iOGn por protones provoca una
bajada del pH de la solucidon que dificulta a la planta la absorcion del magnesio.
La deficiencia de este elemento provoca en las hojas necrosis y una clorosis
internervial muy acusada, que aparece en las hojas mas viejas y avanza
rapidamente hacia las mas jovenes (Adams y Winsor, 1987). Con el objeto de
evitar este desorden nutricional se realiz6 una modificacion en el abonado
aproximadamente 20 dias antes del comienzo de la recoleccién. Se
aumentaron los niveles de potasio y magnesio y se anulé practicamente el

acido nitrico, subiendo el pH hasta 6.2 y la CE a 2.4 mS cm™.
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La solucion madre se preparé en dos tanques de 100 L cada uno y se
inyectd con una abonadora proporcional en 10.000 L de agua de riego. Los

abonos usados y las cantidades medias por cada m® de agua han sido:

CANTIDAD (Kg) TANQUE

- Nitrato Potasico (13% Ny 46% K;0)...........ccevvvveenenes 225............ Ay B (1/2)
- Nitrato Cal Noruega (15.5% Ny 26.5% CaO)............. 75.0cccciiiiiiinnnn. A
- Sulfato magnesio (16% MgO y 13% S)........cccceeeeennnn. 125, B
- Sulfato potasico (51% KOy 18.5% S) .....ccvvvevvevenens 175 B
- Fosfato monopotasico (52% P,0s5 y 34% K,0).......... 23.5. i, B
= Micro HOrtimixX (¥) oooeeeeeeeie e e e e 3.0 A

(*) El Hortimix es un compuesto de microelementos que contiene 0.7% B; 0.3% Cu; 7.5% Fe;
3.3% Mn; 0.2% Mo y 0.6% Zn.

En general las labores culturales que se han llevado a cabo durante los
tres afios de ensayo han sido las habituales de la zona. Las plantulas a los 30-
35 dias de la siembra en semillero, con 3 0 4 hojas verdaderas y unos 12 cm
de altura, fueron trasplantadas en los sacos de perlita previamente puestos en
capacidad de campo. Tras el trasplante se dio un riego a fin de conseguir una
buena humedad en el entorno radicular y un buen contacto del cepellén

transplantado.

El tutorado de las plantas se realizé con el sistema de “gancho holandés
descolgado”. El tutorado se sustentd en un entramado de alambre, solidario
con la estructura del invernadero a una altura de emparrillado 2.5 m. Para cada
planta se empleo un hilo de polipropileno (rafia) el cual de un lado se une a la
zona basal de la planta liandolo al tallo mediante anillas, y del otro a un gancho
gue recoge enrollado el resto de hilo que ird soltandose al crecer la planta. Las
plantas se han ido desplazando a lo largo de las lineas de cultivo, manteniendo
las partes bajas tumbada junto al suelo, los tallos ligeramente inclinados y las
porciones terminales hacia arriba con el fin de interceptar la méxima radiacién
solar (Nuez, 1995).
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Imagen 3.5. Esquema del tutorado tipo “gancho holandés descolgado”.

El tipo de poda principal que se ha practicado en ambos invernaderos ha
sido “poda a un tallo”. Consiste en eliminar todos los brotes auxiliares del tallo
principal (tiempo entre destalle 12-15 dias), permitiendo el crecimiento
indefinido de la guia hasta su eventual despunte tras haber conseguido el
namero de inflorescencias deseado. En algunas plantas se practico podas a
“dos tallos” disponiendo de dos guias (la principal y la nacida del brote axilar).
Esta medida se llevo a cabo sobre todo en el primer afio (15 tallos mas por
linea), y en el segundo afo en los dltimos meses del cultivo para cubrir los
huecos que dejaban las plantas arrancadas por la alta incidencia de virosis que

se produjo.

El deshojado se realiz6 manteniendo solo con hojas la porcion de tallo
correspondiente a 4 6 5 ramos cuajados, siendo la parte de la planta que
estaba mas iluminada. Ademas se fueron suprimiendo las hojas senescentes 0
enfermas para mejorar la aireacion y la sanidad del cultivo. El pinzado de los
tallos principales se llevo a cabo aproximadamente cuando se conseguian
entre 25-30 ramos de flor, en funcion de la climatologia de los ciclos. Para la
polinizacién de las flores se emplearon abejorros (Bombus terrestris), susando

unas 7 colmenas por invernadero y ciclo de cultivo. La recoleccion del tomate
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fue manual cuando practicamente la totalidad del ramo estaba maduro

comercialmente.

Para controlar las plagas y enfermedades se realizaron tratamientos
fitosanitarios preventivos aplicados mediante un equipo de nebulizacion
electronico (NEI-TEC 8000) que utiliza la técnica de ultra bajo volumen,
produciendo una finisima niebla (espectro de gotas de 5 a 15 micras). Los

agroquimicos utilizados en los tres ciclos han sido:

FUNGICIDAS INSECTICIDAS ACARICIDAS
Aliado Atominal Vertimec
Acrobat Audace Zufre
Bayfidan Biosoap Fosulan
Caddy 10 pepite Calypso Sanmite
Daconil Nomolt

Equation Pro Plenum 25 WP

Foltec-K Lannate

Proplant

Scala

Sumiclex

Junto a estos tratamientos se aplicé Isabion, que es un nutriente
biolégico con efecto trasbordador de funguicidas, insecticidas, abonos y

guelatos.

En ambos invernaderos las ventanas, tanto laterales como cenitales, se
cubrieron con malla mosquitera del tipo Econet-L de 20 x 10 hilos cm™, para
disminuir el paso de insectos, que aunque no constituyen problema alguno en
cuanto a la luz que llega al cultivo si supone un notable efecto reductor de la
tasa de ventilacion. Ademas se utilizaron trampas cromaticas azules y amarillas

colocadas a una densidad de 1 trampa por cada superficie de 4 m?.

A la entrada de cada invernadero se construyd una pequefia antesala, la
cual contribuye a evitar la proliferacion de plagas y enfermedades pues se trata
de un punto critico de entrada cuando se accede al interior. En el invernadero
multitunel, ademas, en dicha antesala se coloc6 un ventilador similar a los

destratificadores colocados en el interior.
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3.2.5. Caracterizacion microclimatica.

Los invernaderos fueron supervisados a través de un controlador
climatico integro modelo 718 de la casa PRIVA, en el cual se almacenan los
datos basicos de radiacion, temperatura, y humedad ambiental. Las consignas
climaticas fijadas se han establecido siguiendo el manejo usual de la zona para
cada tipo de invernadero, y han sido:

» Parral Mejorado: Temperatura minima para calefactar 10 °C
e Multitinel: - Temperatura minima para calefactar 14 °C
- DPV< 2 KPa

Para la toma de los parametros climaticos basicos se utilizaron dos
estaciones meteorologicas portatiles, que se instalaron en las parcelas de
ensayo. Cada estaciébn contaba con un datalogger (microordenador para
adquirir datos) CR10X de la firma Campbell Sci, y un multiplexer de seal
AM416, que permite al equipo realizar la toma simultanea de 32 lecturas
distintas. Los equipos se programaron para tomar lecturas cada 10 minutos, y
promediar y almacenar los valores cada media hora. Los datos se recogieron

semanalmente a través de un ordenador portatil.

Las temperaturas del aire y la humedad fueron medidas mediante
termohigrometros de capacitancia HMP45C de Campbell SCI con sensor de
humedad Vaisala HUMICAP 180. Su rango de medida fue de 0.8 a 100% de
humedad relativa y su precision fue de +2% para el intervalo de 0 a 90% y +3%
para el intervalo de 90 a 100%. Se colocaron dos termohigrémetros en los
modulos norte y sur de cada invernadero, y otro en el exterior, a un 1.5 m de
altura del suelo protegidos con capsulas para evitar la radiacion solar pero
dejando circular el aire. La temperatura de aire se ha expresado en °C y los
valores higrométricos en % para la humedad relativa y en KPa para el DPV.

La radiacién global se expresa en MJ m?, para los valores acumulados

en cada dia. Las medidas se tomaron mediante el uso de sensores
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piranometros puntuales (modelo SKS1110, Skye Instruments; Reino Unido),
colocados a la altura del cultivo en el modulo central de cada tipo de
invernadero. Estos pirandmetros cuentan con una fotocélula de silicio sensible
al espectro de luz comprendido entre 350-1100 nm. Su calibracion se realizé
frente a un piranometro de referencia segun la World Radiometric Reference,
que lineariza la respuesta del sensor adaptandola a la longitud de onda entre
300 y 3000 nm. El error siempre estuvo por debajo del 5%, y en la mayoria de
los casos fue inferior al 3%. El piranémetro de referencia usado fue un CM6B
de la firma Kipp&Zonnen, de tipo cupular, el cual cuenta con 64 elementos
sensores y permite lecturas en el rango 305-2.800 nm. Su error fue inferior al
1.5%.

3.2.6. Muestreo de los frutos.

El ciclo de producciéon de los tomates cherry durdé aproximadamente
desde Diciembre a Julio, donde un racimo completo de tomates (con 10-12
tomates por racimo) maduré cada 10 dias. Los frutos de tomate cherry se
muestrearon tres veces a lo largo de todo el ciclo de produccién del cultivo: en
los meses de Enero [16 semanas después del transplante (SDT)], Marzo (26
SDT) y Mayo-Junio (35 SDT), correspondientes respectivamente al inicio, mitad
y final de la estacion de cosecha, evitando asi la primera cosecha y el periodo
final de senescencia de las plantas. De las plantas se recogieron los tomates
cherry de calidad comercial y con el mismo estado de maduracion, descartando
los frutos dafiados y los verdes del final del racimo, los cuales fueron
seleccionados aleatoriamente en toda la superficie de cultivo en ambos
invernaderos experimentales. Posteriormente, los frutos fueron llevados al
laboratorio de Nutricion Vegetal del Departamento de Fisiologia Vegetal de la
Universidad de Granada, donde fueron lavados tres veces con agua destilada
después de una desinfeccion con Decon 90 (Merck) al 1% (Wolf, 1982) y
secadas con papel de filtro seco. Los tomates cherry enteros fueron
homogenizados y almacenados a -30°C, los cuales se usaron para analizar los

parametros descritos a continuacion.
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3.2.7. Andlisis vegetal.

3.2.7.1. Medida de la peroxidacion de lipidos.

Para el ensayo del malondialdehido (MDA), 1.5 g de tomate cherry se
homogenizo en 5 mL de una solucion de acido tiobarbittrico (TBA) al 0.25%
en &cido tricloroacético (TCA) al 10%. El extracto vegetal resultante se calentd
a 100°C durante 30 min y rapidamente se enfrié en un bafio de hielo. Después
de esto, las muestras se centrifugaron a 9500 rpm durante 10 min (4°C), y se
registro la absorbancia del sobrenadante a 532 nm y a 600 nm. El valor de la
absorcion no especifica a 600 nm se restd a la lectura de 532 nm. La
concentracion de MDA se calculé usando un coeficiente de extincion de 155
mM™ cm™ (Fu y Huang, 2001; Cervilla et al., 2007).

La actividad lipo-oxigenasa (LOX) se midi6 de acuerdo a Minguez-
Mosquera et al. (1993), usando para la extraccion un tampén 50 mM de fosfato
potasico (pH 6.0), centrifugando posteriormente las muestras a 9500 rpm
durante 20 minutos. La mezcla de reaccion consistio en 0.2 mL de extracto y 4
mL de acido linoleico 0.5 mM disuelto en un tampodn fosfato potasico 50 mM
(pH 6.0), que contenia Tween20 al 0.1%. La actividad LOX se calcul6 siguiendo
el incremento en la absorbancia a 234 nm usando un coeficiente de extincion
de 25.000 M cm™ (Egert y Tevini, 2002). El contenido de proteinas del
extracto se midié de acuerdo con el método de Bradford (1976) utilizando BSA
(albumina de suero bovino) como estandar. La actividad se bas6 en la
concentracion de proteinas del extracto y se expresd en unidades (U) por
miligramo de proteina, donde 1 U se define como una cantidad de enzima que

utiliza 1 umol &cido linoleico min™.
3.2.7.2. Contenido en ascorbato.
La cuantificacion del contenido en ascorbato reducido (ASA) se realizo

gracias a capacidad de reduccién del Fe* a Fe?" por este compuesto en un
medio acido. El ensayo del ascorbato total (ASA+DHA) se determind mediante
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el mismo procedimiento, mediante una reduccion previa del dehidroascorbato
(DHA) hacia ASA con dithiothreitol (DTT). El contenido en DHA se obtuvo de la

diferencia de ambos ensayos (Gossett et al., 1994).

Para la extraccion, 1.5 g de tomate cherry se homogeneiz6 con 5 mL de
acido metafosforico al 5% (p/v), el cuél se centrifugd a 13500 rpm durante 15

min a 4°C.

La determinacion del ascorbato total se realiz6 mediante la siguiente
mezcla de reaccion: 0.2 mL de sobrenadante, 0.5 mL de buffer fosfato sédico
150 mM a pH 7.5y 0.1 mL de DTT 25 mM. A continuacion, los tubos se
agitaron e incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 10 min.
Pasado este tiempo, se adicionaron 0.1 mL de N-etilmaleimida al 0.5% (p/v),
0.4 mL de acido trifluoroacético al 10% (v/v), 0.4 mL de &cido ortofosférico al
44% (v/v), 0.4 mL de 2,2'-bipiridil al 4% (p/v) en etanol al 70% y 0.2 mL de
FeCl; al 3% (p/v). A continuacion, los tubos de ensayo se agitaron e incubaron
a 40°C y en oscuridad durante 40 min. Por ultimo, se procedio a la lectura de
las muestras a una longitud de onda de 525 nm frente a una curva patron de
ASA (0.1-1.5 mM), la cudl siguié la misma metodologia que las muestras

vegetales.

Para determinar la concentracion de ASA, el procedimiento a seguir fue
idéntico al descrito anteriormente para el ascorbato total, con la Unica salvedad
de que en la mezcla de reaccién inicial no se adicionaron 0.1 mL de DTT 25
mM.

La concentracion de DHA se obtuvo de la diferencia entre la

concentracion de ASA y ascorbato total. Las concentraciones de ASA, DHA y
ascorbato total fueron expresadas en mmol g™* peso fresco (PF).
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3.2.7.3. Contenido en H 5,0,

El ensayo esta basado en el complejo que forma el H,O, al reaccionar
con el titanio (Ti*"). Este complejo desarrolla un color amarillo, el cual, tras la
precipitacion con hidréxido de amonio (NH,OH aq), separa el H,O; del resto de
hidroperdxidos. Por altimo, el complejo formado (precipitado), al resuspenderse
en una solucién de &cido sulfirico [TiO.(SO.),”], puede medirse por

colorimetria (Brennan y Frenkel, 1977).

Para la extraccion, una cantidad aproximada de 2 g de material vegetal
se homogeniz6 en 7.5 mL de acetona fria. El extracto fue filtrado y centrifugado
a 3500 rpm durante 5 min a 4°C y el sobrenadante resultante fue utilizado para

la determinacion de la concentracion en H,0».

Para la determinacion, 1.5 mL del sobrenadante se mezclé con 0.2 mL
de TiCl, al 20% (v/v) en 2 M CIH, agitandose enérgicamente, y posteriormente
con 1 mL de NH4OH al 20% (p/v), mezcldndose minuciosamente gota a gota.
La mezcla resultante se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min a 4°C. El
sobrenadante se desecho y el precipitado se lavo varias veces con acetona fria
(empleando un volumen aproximado de 5 mL), hasta que el nuevo
sobrenadante formado quedaba decolorado. El precipitado se resuspendi6 en 4
mL de H,SO4 2M. A los 15 min, se adicionaron 3 mL de H,O desionizada y la
solucion obtenida se filtr6 en embudos de papel. Por udltimo, se procedid a la
lectura de las muestras a una longitud de onda de 415 nm, frente a una curva

patrén de H,O,. La concentracion obtenida fue expresada en pmol H,O, g™ PF.

3.2.7.4. Enzimas antioxidantes.

La actividad superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) fue
determinada mediante la inhibicion de la reduccion fotoquimica del azul de
nitrotetrazolio (NBT). La extraccion y cuantificacion de la enzima SOD se
realizd siguiendo el método de Giannopolitis y Ries (1977) y Beyer y Fridovich
(1987) con algunas modificaciones (Yu et al., 1998) optimizado para nuestras

condiciones. La extraccion se realiz6 homogenizando 1.5 g de tomate cherry en
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5 mL de un tampon Heppes-CIH 50 mM pH 7.6 que contenia 0.1 mM EDTA-
Na,. Seguidamente, el homogeneizado se centrifugd a 11000 rpm a 4 °C
durante 10 min. Para la determinacion de la actividad SOD se realiz6 un
tampdn de reaccién 50 mM Na,CO3-NaHCOg3 a pH 10.2, que contenia 0.1 mM
EDTA-Na,;, 12 mM L-metionina, 0.075 mM NBT y 0.002 mM riboflavina.

Posteriormente, el ensayo de las muestras se realizo de la siguiente manera:

1. Blanco: 0.2 mL de tampon de extraccion y 5 mL de tampodn de reaccion.
2. Controles y muestras: 0.2 mL de extracto enzimatico y 5 mL de tampon

de reaccion.

Seguidamente, todos los tubos se agitaron y se guardaron en oscuridad. A
continuacion, se procedio a la lectura de los tubos a una longitud de onda de
560 nm (Ty) en el siguiente orden: blanco, controles y muestras.
Posteriormente, los controles se guardaron en oscuridad, y el blanco y las
muestras fueron iluminadas durante 15 min con una intensidad luminica de 380
uMol m? S* mediante una lampara de luz azul (OSRAM, 40 watios).
Transcurridos los 15 min, se midieron de nuevo el blanco, los controles y las
muestras, en el mismo orden y a la misma longitud de onda (T;5). El contenido
de proteinas del extracto se midid6 de acuerdo con el método de Bradford
(1976) utilizando BSA como estandar. La actividad SOD fue expresada como U
mg~* proteina min™!, donde 1 U se define como la cantidad de enzima
requerida para causar el 50% de la inhibicion de la reduccion de NBT

monitorizado a 560 nm.

La determinacion de la actividad catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) esta
basada en la capacidad de oxidacion del H,O, por la CAT a lo largo del tiempo,
y se realizo siguiendo el método de Kalir et al. (1984) y Badiani et al. (1990)
modificado y optimizado para nuestras condiciones. Para la extraccion de esta
enzima se tomd una cantidad aproximada de 1.5 g de material vegetal y se
homogeneiz6 con 5 mL de tampon Heppes-CIH 25 mM pH 7.8. El extracto
vegetal resultante fue filtrado y centrifugado a 11500 rpm a 4°C durante 20 min.

El sobrenadante obtenido fue utilizado para medir la actividad CAT. La mezcla
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de reaccién para la determinacion de la actividad CAT consistié en: 0.75 mL de
tampon fosfato sédico 25 mM (Na,HPO4-NaH,PO,) pH 7, 0.75 mL de EDTA-
Na; 0.8 mM, 1 mL de H,O, 20 mM y 0.5 mL de extracto enzimatico.
Seguidamente, y tras agitar los tubos, se procedi6 a la lectura de las muestras
a una longitud de onda de 240 nm, siguiendo la variacién de la absorbancia en
el tiempo. El contenido de proteinas del extracto se midié de acuerdo con el
meétodo de Bradford (1976) utilizando BSA como estandar. La actividad fue

expresada como pmol H,0, oxidados mg™ proteina min™.

El ensayo de la actividad ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11) se
realizé siguiendo los métodos de Gosset et al. (1994) y Rao et al. (1996), con
algunas modificaciones. Para la extraccion de la enzima, 1.5 g de tomate
cherry fue homogeneizado con 5 mL de tampdn fosfato potasico (K;HPO,-
KH,PO,4) 100 mM pH 7.5 que contenia 1 mM de EDTA-Na,. El extracto
resultante fue filtrado y centrifugado a 12000 rpm durante 20 min. La
determinacion de la actividad APX se estimé siguiendo la oxidacion del ASA
debida a la actividad de esta enzima a lo largo del tiempo. La mezcla de
reaccion para la determinacion de esta actividad fue la siguiente: 1.5 mL de
tampon fosfato sodico (Na;HPO4-NaH,PO,4) 100 mM pH 7.5, 0.75 mL de H,0,
0.2 mM, 0.75 mL de ascorbato sédico 0.5 mM y 0.75 mL de extracto enziméatico
para iniciar la reaccién. Seguidamente, y tras agitar los tubos, se procedi6 a la
lectura de los mismos a una longitud de onda de 290 nm, siguiendo la variacién
de la absorbancia en el tiempo. El contenido de proteinas del extracto se midi6
de acuerdo con el método de Bradford (1976) utilizando BSA como estandar.

La actividad se expresé como nmol ASA oxidado mg™ proteina min™.

3.2.7.5. Contenido en prolina y azucares.

La determinacion de prolina se realizé siguiendo el método propuesto
por Irigoyen et al. (1992), optimizado para nuestras condiciones. Una cantidad
de aproximadamente 1.5 g de tomate cherry fue homogeneizado con 5 mL de
etanol absoluto y, posteriormente, se lavo dos veces con 2.5 mL de etanol al
70%, hasta alcanzar un volumen final de extraccion de 10 mL. El

homogeneizado fue centrifugado a 5500 rpm durante 10 min y el sobrenadante
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resultante se utilizé para la determinacion de la concentracion de prolina. Para
la cuantificacion de este aminoacido, se realiz6 una mezcla de reaccion
compuesta por: 2 mL del extracto vegetal, 3 mL de agua desionizada, 2.5 mL
de reactivo de ninhidrina (6.25 g ninhidrina + 100 mL acido fosférico 6 M + 150
mL acido acético glacial) y 2.5 mL de acido acético glacial. Posteriormente, los
tubos fueron agitados e introducidos en un bafio de agua termostetizado a
100°C durante 45 min. Transcurrido este tiempo, los tubos se introdujeron en
un bafio de hielo y se le afiadié a cada uno de ellos 5 ml de benceno. Los tubos
fueron agitados vigorosamente durante 1 min cada uno. Tras 15 min, se
procedié a la lectura espectrofotométrica a 515 nm de la fase liquida mas
elevada en el tubo frente a un patron de prolina. La concentracion de prolina
fue expresado como ug g™ PF.

Las concentraciones en sacarosa, D-glucosa y D-fructosa se
determinaron mediante el uso de ensayos enzimaticos comerciales (R-
Biopharm, Francia), en los cuales se midi6 la formacion de NADPH a 340 nm,
de acuerdo a lo descrito en el protocolo de cada ensayo. El contenido en
hexosas se determiné de la suma de las concentraciones en D-glucosa y D-
fructosa. Las concentraciones de los azlcares fueron expresados como mg g*
PF.

3.2.7.6. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA)
y las diferencias entre las medias se compararon mediante el test de rango
multiple de Duncan (DMRT; P < 0.05). Los valores obtenidos de cada
parametro corresponden a la media de los tres afios de estudio (2004, 2005 y
2006). Ademas, para determinar si el tipo de invernadero experimental y el
tiempo de muestreo influyd significativamente en los resultados, se utilizé una
ANOVA de dos vias y las medias fueron comparadas mediante el test de
diferencias significativas minimas de Fisher (LSD). Los niveles de significacion
se han representado mediante [JP < 0.05, [TJP < 0.01, [ITIP < 0.001, y NS, no

significativo.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.3.1. Descripcion de las condiciones ambientales e  n ambos invernaderos

y sus efectos sobre la produccion.

Los valores de las temperaturas maximas del aire en el interior de los
dos invernaderos experimentales aumentaron en el tercer muestreo (35 SDT),
siendo en el invernadero parral mas elevadas que en el multitinel durante todo
el periodo productivo (Fig. 3.4.A). Sin embargo, a pesar de que las
temperaturas minimas de aire incrementaron ligeramente a las 35 SDT, este
incremento fue muy similar en ambos invernaderos durante el ciclo productivo
(Fig. 3.4.A). En relacion a la radiacion solar, los resultados obtenidos mostraron
un incremento progresivo hasta un maximo producido durante el tercer
muestreo de la cosecha, siendo mayor en el invernadero parral durante todo el
ciclo del cultivo (Fig. 3.4.B). Finalmente, el DPV méximo del aire, al igual que
los valores de temperatura y radiacion solar, también incremento
sucesivamente a lo largo del periodo productivo, alcanzando los valores mas
elevados al final de la cosecha (35 SDT), y siendo mas pronunciado en el
invernadero parral durante todo el periodo de estudio (Fig. 3.4.C).

Al final del ciclo de produccion, las temperaturas en ambos invernaderos
excedieron el 6ptimo de crecimiento del tomate, el cual esta definido entre 23 y
26°C (Maroto, 1995), coincidiendo con un aumento en los valores de radiacion
solar y DPV, por lo que en nuestro experimento se podrian haber
desencadenado ciertos desordenes metabdlicos y fisioldgicos que afecten a la
produccion en el dltimo muestreo (Boyer, 1982). A pesar de que estas
condiciones podrian inducir una situacion de estrés abidtico en el interior de los
invernaderos, no encontramos una reduccion significativa en la produccion total
de tomates cherry en ambos invernaderos al final del periodo de estudio (35
SDT; Fig. 3.5.A). No obstante, si se encontré una reduccion significativa en la
produccion comercial en el tercer muestreo en el invernadero parral (Fig.
3.5.B), coincidiendo con los mayores valores de temperatura, radiacion solar y

DPV, al contrario que en el invernadero multitinel en el cual no se encontraron
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Figura 3.4. Valores de temperaturas maximas y minimas, radiacion solar y DPV
méximo del aire en el interior de los dos invernaderos experimentales durante el ciclo

de cultivo. Los 3 muestreos son marcados como: L1 en el parral, y A en el multitinel.
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Figura 3.5. Produccion de tomates cherry cultivados en los dos invernaderos
experimentales en tres periodos diferentes de produccién. Los valores seguidos con
las mismas letras en cada invernadero no son significativamente diferentes de acuerdo
con DMRT a P <0.05.
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diferencias significativas durante todo el periodo productivo (Fig. 3.5.B).
Ademas, en el tercer muestreo (35 SDT) se produjo un incremento en la
produccidon no-comercial de frutos de tomate cherry en ambos invernaderos
(Fig. 3.5.C). De hecho, nuestros resultados de produccion total no concuerdan
con los obtenidos por Rainwater et al. (1996) y Adams et al. (2001), quienes
informaron de pérdidas en la produccion en plantas de tomate cuando la
temperatura del aire excedio los 26°C, excepto en el caso del invernadero
parral mejorado donde si se produce una reduccion en la produccién comercial
durante el tercer muestreo (Fig. 3.5). Aunque bajo estas condiciones no se
produjo una reduccion significativa en la produccion total de los tomates cherry,
este incremento en la produccion no-comercial al final del periodo productivo, y
mas concretamente en el invernadero parral, puede indicar la posible presencia
de una situacion de estrés abidtico producido por el aumento de la temperatura,
radiacion solar y DPV (Fig. 3.4), la cual podria desencadenar una serie de
respuestas fisiolégicas y metabdlicas que producirian una reduccién en la

calidad nutricional de los frutos de tomate cherry.

En la Fig. 3.6 se muestra el valor medio de produccion total, comercial y
no-comercial en los dos invernaderos de estudio. Al comparar estos valores de
produccion entre ambos invernaderos, observamos cOmo no se obtienen
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, tanto en la produccion
total como en la produccion comercial y no-comercial. Sin embargo, al observar
la suma de los valores de producciéon acumulada obtenidos durante los tres
afos de estudio (Fig. 3.7), podemos observar como a lo largo del periodo de
produccion del cultivo en el invernadero multitinel se obtuvieron los valores
mas elevados de produccioén total y comercial (Fig. 3.7.A,B), y los valores mas
bajos de producciéon no-comercial (Fig. 3.7.C), en comparacion con el
invernadero parral. A pesar de que estadisticamente no se reflejaron
diferencias significativas entre ambos invernaderos durante los tres periodos de
muestreo, es importante destacar una ganancia de 23.6 t ha’ de tomates
cherry de calidad comercial producida en el invernadero multitinel durante tres
afios en comparacion con el parral, que desde un punto de vista agronémico es

un beneficio mas que evidente.
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Figura 3.6. Comparacion de la produccion media de tomates cherry cultivados en los

dos invernaderos experimentales durante el periodo productivo. Los valores seguidos

con las mismas letras en cada invernadero no son significativamente diferentes de

acuerdo con DMRT a P < 0.05.
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Figura 3.7. Produccion acumulada de tomates cherry cultivados en los dos

invernaderos experimentales correspondiente a la suma los tres afios de estudio.
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3.3.2. Efectos de las condiciones ambientales sobre la peroxidacion de
lipidos.

Bajo un estrés ambiental, la generacion de ROS es responsable de un
dafio a las macromoléculas y finalmente a la estructura celular (Mittler, 2002).
El analisis de la peroxidacion de lipidos, expresada como actividad LOX y
contenido en MDA, indica el predominio y activacion de esos ROS en los
tejidos como consecuencia del estrés oxidativo (Fu y Huang, 2001). Asi,
existen muchos estudios que definen a la peroxidacion de lipidos como un
indicador muy fiable para comprobar la presencia de cualquier tipo de estrés
abidtico (Cervilla et al., 2007; Koka et al., 2007; Wahid et al., 2007; Liu et al.,
2008; Paradiso et al., 2008). La peroxidacion de lipidos es un proceso
metabdlico natural producido bajo condiciones normales, siendo una de las
consecuencias mas estudiadas de la accién de los ROS sobre la estructura y
funcionalidad de la membrana (Smirnoff, 1995). Este proceso se produce por la
peroxidacion de los acidos grasos poli-insaturados, que son los principales
componentes de las membranas lipidicas. Asi, la reaccion LOX es una posible
fuente de ROS Yy otros radicales, ya que cataliza la hidroperoxidacién de los
acidos grasos poli-insaturados (Rosahl, 1996), lo cuales pueden sufrir una
degradacion autocatalitica produciendo radicales e iniciando la reaccion en
cadena de la peroxidacién de lipidos. Ademas, se ha mostrado la formacién

mediada por la LOX de oxigeno singlete y superoxido (Blockina et al., 2003).

Nuestros resultados indican que tanto el contenido en MDA como la
actividad LOX aumentaron en el tercer muestreo en ambos invernaderos (Tabla
3.1), coincidiendo con los valores méas elevados de temperatura, radiacion solar
y DPV (Fig. 3.4). Ademas, los tomates cultivados en el invernadero parral
mostraron unos valores de peroxidacion de lipidos (contenido en MDA vy
actividad LOX) significativamente superiores al invernadero multitinel durante
todo el periodo productivo (Tabla 3.1), lo que podria indicar la presencia de
unas condiciones ambientales que inducen una mayor situacion de estrés
oxidativo en los frutos de tomate cherry cultivados en su interior. El aumento en
la peroxidaciéon de lipidos en el tercer muestreo, principalmente en el

invernadero parral, indica un posible estrés oxidativo provocado por el
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incremento en las temperaturas, radiacion solar y DPV, lo que puede

desencadenar una serie de desdrdenes metabdlicos vy fisiolégicos que pueden

producir una reduccién en la produccion o la aparicion de ciertas fisiopatias del

tomate cherry que aumentaria la producciébn no comercial del cultivo como

ocurre en nuestro caso en el invernadero parral (Fig. 3.5).

Tabla 3.1. Peroxidacion de lipidos en los frutos de tomate cherry cultivados en los dos

invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

MDA LOX
(nmol g " PF) (0mol mg ~* proteina min ™)

Muestreos Parral Multittnel Parral MultitGnel
M1 14.9 b* 13.3 b 740 b 7.76 b
M2 146 b 139b 991b 531c
M3 19.1a 175a 146 a 118 a
P-valor? HEN HEN man man
LSDg 05 1.02 1.47 2.38 1.61
Invernaderos
Parral 16.2 a 10.6 a
Multitanel 149b 8.30b
P-valor 1 N
LSDg 05 0.71 1.39

!Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.

*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.
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3.3.3. Condiciones ambientales en relacion al conte  nido en ascorbato y
enzimas de detoxificacion delH ,0;

En las plantas superiores, el ascorbato es uno de los antioxidantes mas
estudiados y poderosos gracias a su capacidad de donar electrones (Smirnoff,
1996). Este compuesto, esta involucrado de forma directa en la eliminacion de
superoéxido, radicales hidroxilo y de oxigeno singlete, y se le atribuyen una serie
de funciones en la fotosintesis: regeneracion de los radicales a-tocoferol
producidos cuando el a-tocoferol reduce los radicales peroxilo lipidicos,
donacién de electrones al fotosistema Il mediante el ascorbato del lumen, y
cofactor de la violoxantina de-epoxidasa involucrada en la disipacion
dependiente de zeaxantina del exceso de energia de exitacion (Asada, 1994;
Smirnoff, 1996). Ademas, el ascorbato también interviene en el metabolismo
celular y en el control del crecimiento (Navas y Gomez-Diaz, 1995), en la
division celular (Kerk y Feldman, 1995), en la expansion de la pared celular
(Takahama y Oniki, 1994) y en la organogénesis (Joy et al., 1988). Debido a su
gran capacidad antioxidante y reductora, el ascorbato generalmente se
encuentra en concentraciones muy elevadas en los tejidos vegetales (0.2-2 mM
en frutos, raices y hojas), localizandose preferentemente en los cloroplastos, en
el citosol o en el espacio apoplastico (Karpinski et al.,, 1993). Por tanto, el
ascorbato ha sido estudiado de manera intensa como un importante agente
reductor y antioxidante en relaciéon con diversos factores de estrés ambiental
(Levitt, 1980; Smirnoff, 1996; Blokhina et al., 2003; Rivero et al., 2004a).

Como refleja la Tabla 3.2, la concentracion de ascorbato total y ASA
incrementd significativamente en el tercer muestreo (35 SDT) con respecto a
los muestreos previos en ambos invernaderos, coincidiendo con las
condiciones de estrés ambiental producido por el incremento en la temperatura,
radiacion solar y VPD (Fig. 3.4). Ademas, observamos cémo en el tercer
muestreo se produjo un ligero incremento en el contenido en DHA en el
invernadero parral, coincidiendo también con los valores mas elevados de
ascorbato total y ASA (Tabla 3.2). Dado que el ASA puede directamente
detoxificar ROS y esta involucrado en la eliminacion de ROS a través del ciclo

ascorbato/glutation (Noctor y Foyer, 1998), el incremento en la concentraciéon
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de ascorbato en los frutos de tomate cherry sugiere un papel importante de
este antioxidante frente al estrés oxidativo provocado por un estrés ambiental.
Al comparar ambos invernaderos, observamos cémo los tomates cherry
cultivados en el invernadero tipo parral mejorado tenian un mayor contenido
tanto en ascorbato total como en ASA durante todo el ciclo productivo (Tabla
3.2), coincidiendo con los mayores valores de los parametros ambientales (Fig.
3.4) y de peroxidacion de lipidos (Tabla 3.1), lo cual nos indica posiblemente el
desarrollo de mecanismos de defensa antioxidante ante la presencia de una
mayor exposicion a condiciones ambiéntales desfavorables que pueden
desencadenar en una situacion de estrés oxidativo. Bajo condiciones similares,
Raffo et al. (2006) no correlacionan un incremento en el contenido en ascorbato
con los mayores valores de radiacion solar y temperatura media registrados

durante el periodo de cultivo en frutos de tomate cherry (cv Naomi).

Tabla 3.2. Contenido en ascorbato total, ASA y DHA en los frutos de tomate cherry

cultivados en los dos invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de

produccion.

Ascorbato total ASA DHA

(mmol g ™ PF) (mmol g " PF) (mmol g ™ PF)
Muestreos Parral Multitanel Parral Multitanel Parral Multitanel
M1 0.90 ¢* 0.84b 0.68 ¢ 0.60 b 0.22b 0.24 a
M2 1.21b 094 b 0.96 b 0.71b 0.25b 0.23 a
M3 1.75a 133 a 135a 1.03a 0.40 a 0.30 a
P-valor® 1 ] 1 NN (1l NS
LSDo,0s 0.29 0.27 0.26 0.23 0.11 0.12
Invernaderos
Parral 1.29a 1.00 a 0.29 a
Multitanel 1.04b 0.78 b 0.26 a
P-valor HN N NS
LSDo,0s 0.16 0.15 0.07

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.

84



3. PRODUCCION E INDICADORES DE ESTRES

Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Rivero et
al. (2004a), donde se observé un incremento en el contenido en ascorbato total
y ASA en plantas de tomate sometidas a estrés por calor (35°C). Por otro lado,
Toor et al. (2006) mostraron en su estudio que una elevada radiacion solar
tenia un efecto positivo sobre la acumulacién de los mayores compuestos

antioxidantes (como el acido ascoérbico) en frutos de tomate.

El contenido en H,O, en plantas y frutos se ha correlacionado con la
aparicion de condiciones ambientales adversas (Blokhina et al., 2003; Rivero et
al., 2004a), y en nuestro analisis (Tabla 3.3) el H,O, aumenté en los frutos de
tomate cherry bajo condiciones de elevada temperatura, radiacion solar y DPV
(35 SDT; Fig. 3.4), coincidiendo con el incremento en la peroxidacion de lipidos
y en el contenido en ascorbato descritos antes, indicando un aumento en la
actividad oxidativa en este periodo en ambos invernaderos. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al contenido en H,O, entre los

dos invernaderos (Tabla 3.3).

Para controlar los niveles de ROS y proteger a las células bajo
condiciones de estrés, los tejidos vegetales contienen varias enzimas
antioxidantes. El primer paso enzimatico en esta respuesta antioxidante lo lleva
a cabo la SOD mediante la dismutacion del O,*" para producir H,O,. Esta
reaccion tiene una velocidad 10000 veces mayor a la dismutacién espontanea
(Bowler et al.,, 1992). Se han encontrado tres isoenzimas de SOD,
concretamente Mn-SOD, Cu/Zn-SOD y Fe-SOD. Estas isoenzimas son de
codificacion nuclear, y se ha mostrado que los genes SOD son sensibles a los
estreses ambientales, posiblemente como consecuencia de un incremento en
la formacion de ROS bajo varias condiciones de estrés ambiental (sequia,
salinidad y temperaturas extremas) (Yu y Rengel 1999; Blokhina et al., 2003).
Los niveles intracelulares de H,O, estan regulados por un amplio rango de
enzimas, siendo las mas importantes la CAT y las peroxidasas (APX)
(Willekens et al., 1995). La CAT funciona a través de un complejo intermediario
CAT-H,0O, (Componente I) que produce agua y O, (accion catalasa), que
puede descomponerse formando el Componente Il inactivo. En presencia del

sustrato adecuado, el Componente | es mucho mas efectivo y conduce la
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reaccion de peroxidacion (Elstner, 1987). Finalmente, la APX tiene una gran
importancia ya que esta esta involucrada de forma directa en la eliminacion de
ROS a traves del ciclo ascorbato/glutation o ruta de Halliwell-Asada (Halliwell y
Gutteridge, 1989), y por lo tanto su metabolismo es determinante en las
respuestas de adaptacion a diferentes tipos de estrés. EI compuesto principal
de este ciclo es el ASA, que gracias a la actuacion de la enzima APX, es capaz
de inactivar directamente el H,O, generando monodehidroascorbato (MDHA;
Asada, 1994; Foyer y Noctor, 2005).

Para estudiar la respuesta antioxidante, en este experimento se analizo
la actividad de estas enzimas antioxidantes (SOD, CAT y APX) en los frutos de
tomate cherry. En el tercer muestreo (35 SDT), la actividad de las enzimas
SOD, CAT y APX incremento significativamente en los tomates cherry
cultivados en ambos invernaderos con respecto a los otros muestreos (Tabla
3.3). Este comportamiento parece sugerir que la acumulaciéon de H,O, podria
ser debida en gran parte al aumento en la actividad SOD durante el tercer
muestreo. En plantas de tomate bajo condiciones de alta temperatura (35°C),
Rivero et al. (2004a) observaron como se produjo una gran acumulacion de
H,O, relacionada con un aumento en la actividad SOD, y una disminucién en
las actividades CAT y APX lo que se explicaba por una inactivacion enzimatica
por las altas temperaturas y una carencia en la tolerancia al calor en las plantas
de tomate. En nuestro experimento, aunque no se observaron diferencias
significativas en cuanto al contenido en H,0O, y la actividad SOD entre ambos
invernaderos, la mayor actividad de las enzimas CAT y APX en los tomates
cherry cultivados en el invernadero tipo parral mejorado (Tabla 3.3) nos indica
una mayor respuesta antioxidante, posiblemente debido a que en este
invernadero se presentaron los valores mas elevados de temperatura, radiacion

solar y VPD en el interior del invernadero (Fig. 3.4).
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Tabla 3.3. Contenido en H,0O,, y actividades SOD, CAT y APX en los

experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

frutos de tomate cherry cultivados en los dos invernaderos

H,0, SOD CAT APX
(umol g ™ PF) (U mg™ proteina min 7% (umol mg ™' proteina min %) (nmol mg ~* proteina min )

Muestreos Parral MultitGnel Parral MultitGnel Parral MultitGnel Parral Multittnel
M1 2.90c' 3.02c 094 b 097b 797b 7.55b 198.9 b 168.9 b
M2 3.35b 351b 1.04 b 1.06 b 158 b 8.83b 172.0b 161.7 b
M3 4.50 a 4.08 a 148 a 140 a 46.4 a 38.7 a 296.1a 2348 a
P-valor® HEN ] ] ] HEN NN [ [
LSDg o5 0.38 0.39 0.17 0.12 10.6 2.64 70.4 59.3
Invernaderos
Parral 3.58a 1.18 a 234 a 222.3a
Multitanel 354 a 1.15a 18.4 b 188.5Db
P-valor NS NS O N
LSDy o5 0.35 0.16 4.38 33.5

!Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [[JP < 0.01, [(ITJP < 0.001, y NS, no significativo.

87



3. PRODUCCION E INDICADORES DE ESTRES

3.3.4. Efectos de las condiciones ambientales sobre los solutos

osmoprotectores

Existe una gran cantidad de compuestos que se acumulan en las células
vegetales bajo situaciones de estrés ambiental, entre los que se incluyen
aminoéacidos, como la prolina, y azucares (Koch, 1996; Claussen, 2005). Estos
compuestos son denominados comunmente solutos osmoprotectores o
compatibles (Johnson et al., 1968), ya que, aun siendo acumulados a elevadas
concentraciones, no interfieren ni inhiben la actividad de otras enzimas
celulares. Es mas, los solutos osmoprotectores actian como potentes
protectores de enzimas y membranas frente al efecto mortal causado por la
desestabilizacion i6nica inducida bajo cualquier situacion de estrés ambiental
(Yancey et al, 1982). De esta manera, la acumulacion de solutos
ormoprotectores podria definirse como una adaptacidon metabdlica producida
por un amplio nimero de especies vegetales tolerantes a un tipo de estrés
determinado, sugiriendo la evolucién convergente de todas ellas (Wyn Jones y
Storey, 1981; Yancey et al., 1982). La funcion atribuida por los cientificos a la
acumulacion de estos compuestos en las células vegetales es diversa, y

depende del tipo de estrés bajo el cual son acumulados.

Es bien conocido que la prolina se acumula en las plantas durante la
adaptacion a varios tipos de estrés ambiental como la sequia, salinidad,
temperaturas extremas, excesiva intensidad de luz y deficiencia de nutrientes
(Hare et al., 1999; Claussen, 2005). La prolina es un aminoacido altamente
soluble que se acumula a niveles osmadticamente significativos en todos los
organos vegetales. Adicionalmente a esta funcibn como osmoprotector, la
acumulacion de prolina bajo situaciones de estrés ambiental puede servir para
la obtencién de poder reductor y como fuente de N (Blum y Ebercon, 1976;
Madan et al., 1995). Asi, la degradacion de prolina da lugar a la produccién de
glutamato, el cual actta como fuente de N para la sintesis de otros
aminoacidos. Ademas, también puede actuar como fuente de energia primaria

para favorecer el crecimiento (Hong et al., 1982). Por ultimo, la acumulacion de
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Figura 3.8. Contenido en prolina en los frutos de tomate cherry cultivados en los dos
invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccién. Los
valores seguidos con las mismas letras en cada invernadero no son significativamente
diferentes de acuerdo con DMRT a P < 0.05.
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prolina tiene la ventaja, sobre la acumulaciéon de otros compuestos, de no
interferir con las reacciones bioquimicas del metabolismo celular (Bohnert et
al., 1995) y de servir como agente protector de muchas enzimas y estructuras
celulares muy importantes para el metabolismo vegetal (Schobert y Tschesche,
1978; Huang et al., 2000).

El incremento en la radiacién solar, DPV y temperatura al final del
periodo de cosecha en nuestro experimento podria haber desencadenado una
serie de mecanismos de defensa antioxidante frente a esta situacion de estres,
que podrian incluir la acumulacion de solutos osmoprotectores como la prolina.
La Fig. 3.8.A muestra unos valores mas elevados en el contenido de prolina en
los frutos de tomate cherry recogidos en el tercer muestreo en ambos
invernaderos, lo que nos vuelve a sugerir una situacion de estrés ambiental en
los tejidos vegetales (Claussen, 2005), y mas especificamente bajo condiciones
de estrés por calor y fuerte radiacion (Georgieva et al., 2003; Rivero et al.,
2004b). Ademas, el contenido en prolina fue mas acusado en el invernadero
parral mejorado durante todo el ciclo productivo (Fig. 3.8.B), coincidiendo con
los valores mas elevados de temperatura, radiacion solar y VPD (Fig. 3.4). Por
tanto, en base a estudios que demuestran que solutos osmoprotectores como
la prolina son capaces de detoxificar ROS mediante la formacion de un
complejo estable con ellos, e inhibiendo asi la peroxidacion de lipidos (Hong et
al., 2000), la acumulacion de prolina en los tomates del invernadero parral nos

indicaria claramente la existencia de unas mayores condiciones de estrés.

Generalmente, el fruto de tomate acumula azlcares en forma de
sacarosa 0 hexosas (glucosa y fructosa principalmente) dependiendo de las
condiciones ambientales y de la fase de crecimiento de la planta (Davies y
Hobson, 1981; Islam et al., 1996). La sacarosa es el principal producto de la
fotosintesis en las plantas y la mayor forma en la que los carbohidratos se
translocan desde las hojas hasta el resto de la planta, para abastecer de
carbono y energia durante el crecimiento y el almacenaje (ap Rees, 1987). La
sacarosa puede ser por si misma una reserva importante en hojas, tallos,

tubérculos y frutos, y puede también ayudar a proteger a las plantas de

90



3. PRODUCCION E INDICADORES DE ESTRES

estreses ambientales como el frio y la sequia (Lunn y Furbank, 1999). En los
altimos afios, se ha reconocido que la sacarosa también actla como un
compuesto sefial, comunicando informacién entre diferentes partes de la planta
en relacion al ambiente externo (Koch, 1996). Los carbohidratos solubles,
especialmente la sacarosa, lo cuales normalmente contribuyen al ajuste
osmoético, también se implican en el transporte de carbono a las regiones en
crecimiento y, por tanto, estan directamente involucrados en la productividad de
los cultivos (Pérez-Alfocea y Larher, 1995). La Tabla 3.4 muestra que la
concentracion de sacarosa en los frutos disminuyd progresivamente a lo largo
del ciclo de produccién en ambos invernaderos, alcanzando los valores mas
bajos en el tercer muestreo (35 SDT), coincidiendo con las condiciones mas
elevadas de los parametros ambientales estudiados (Fig. 3.4). El descenso en

la concentracion de sacarosa junto con el incremento en el contenido en

Tabla 3.4. Contenido en prolina y azUcares en los frutos de tomate cherry cultivados

en los dos invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de

produccién.
Hexosas Sacarosa

(Mg g -1 PF) (Mg g -1 PF) Hexosas:Sacarosa
Muestreos Parral Multitdnel Parral Multitdnel Parral Multitdnel
M1 32.1c 359b 197 a 1.96 a 17.7b 195b
M2 37.6b 37.8b 146b 1.30b 33.1b 33.0ab
M3 44.6 a 47.6 a 0.82c 114 c 72.7 a 49.8 a
P-valor® HEE] (1] HEE] [ uN HEN
LSDg 05 2.90 4.72 0.25 0.15 30.4 17.6
Invernaderos
Parral 38.1b 142 a 41.1a
Multitanel 40.5 a 147 a 34.1b
P-valor O NS N
LSDg 05 2.10 0.26 5.71

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.
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hexosas y en el cociente hexosas:sacarosa (Tabla 3.4) indica claramente una
degradacion de sacarosa, que fue mucho mas marcada en los frutos recogidos
en el tercer muestreo, coincidiendo con las condiciones de estrés ambiental.
Ademas, los tomates cultivados en el invernadero parral presentaron un menor
contenido en hexosas y un mayor cociente hexosas:sacarosa que en el
multitinel, no mostrandose diferencias en cuanto al contenido en sacarosa
(Tabla 3.4). Dado que la glucosa es el principal precursor del ascorbato y de
ciertos pigmentos antioxidantes (como los carotenoides), y que la fructosa
también interviene en la sintesis de antioxidantes (Carrari y Fernie, 2006), este
incremento en la degradacion de sacarosa puede contribuir a los mecanismos
de defensa antioxidante del fruto. Por tanto, el aumento en la actividad
sucrolitica durante el tercer muestreo, y mas efusivamente en el invernadero
parral, puede indicar la presencia de un estrés oxidativo y contribuir a los
mecanismos de defensa antioxidante anteriormente descritos mediante el
abastecimiento de precursores de compuestos antioxidantes ante la existencia
de un estrés oxidativo generado por el incremento en la temperatura, radiaciéon

solar y DPV al final del periodo de produccion del cultivo.

3.3.5. Conclusién

En nuestro experimento observamos como aunque los frutos de tomate
cherry han desarrollado mecanismos antioxidantes, como son el aumento del
contenido en ascorbato (Tabla 3.2), el incremento de las actividades SOD, CAT
y APX (Tabla 3.3), y el aumento del contenido en prolina (Tabla 2) y
degradacion de sacarosa (Tabla 3.4), especialmente en el tercer muestreo y en
el invernadero de baja tecnologia. Sin embargo, la detoxificaciéon de los ROS
no es suficientemente efectiva ya que se produce peroxidacion de lipidos bajo
las condiciones de estrés ambiental. La toxicidad del H,O, por si sola es
relativamente débil comparado con otros ROS, pero en presencia del anién
superoéxido, el H,O, puede generar una gran cantidad de radicales hidroxilo
reactivos a través de la reaccion de Haber-Weiss catalizada por metales
(Yamasaki et al., 1997). Por tanto, y segun nuestros resultados, el desarrollo de

los mecanismos de respuesta antioxidante durante las condiciones de estrés
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puede reducir el efecto negativo del H,O, pero no puede evitar el efecto de
otros ROS. Esto podria explicar el incremento de la peroxidacién de lipidos y la
reduccion en la produccion comercial principalmente en el invernadero parral.
Asi, bajo las condiciones de estrés ambiental (tercer muestreo) el incremento
en el contenido en H,O, no es muy elevado gracias al notable aumento en las
actividades CAT y APX; no obstante, el estrés ambiental podria estar afectando
a la actividad SOD ya que solo incrementa un 40% su actividad, siendo
ineficiente para poder detoxificar otros ROS mas téxicos como el anion

superoéxido.

En resumen, los frutos de tomate cherry sometidos a elevadas
temperaturas, radiacion solar y DPV (Fig. 3.4) sufrieron un incremento en la
peroxidacién de lipidos y, por tanto, de estrés oxidativo. Estas condiciones de
estrés desencadenaron una respuesta antioxidante basada en un incremento
en sintesis de ascorbato y en las enzimas de detoxificacion de H,O, (CAT y
APX), una acumulacion de prolina y un aumento en la actividad sucrolitica. Sin
embargo, posiblemente este aumento limitado en la actividad SOD fue
determinante en este proceso, ya que no fue suficiente para detoxificar otros
ROS mas toxicos como el superdxido. Aunque mas investigacion al respecto es
necesaria, este descubrimiento puede ser fundamental en la seleccion o
desarrollo de plantas resistentes a este tipo de estrés. Finalmente,
encontramos que en el invernadero parral mejorado (baja-tecnologia),
comparado con el invernadero multitinel (alta-tecnologia), se alcanzaron las
mayores condiciones de estrés ambiental, definido por los valores mas
elevados de los indicadores de estrés estudiados y de las respuesta
antioxidante, lo que explicaria la reduccién de la producciébn comercial

producida en este invernadero.
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4. CALIDAD NUTRICIONAL

4.1. INTRODUCCION.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta horticola anual con
una gran distribucion mundial y un valor econémico elevado, que gracias a su
gran contenido en compuestos antioxidantes presenta una serie de efectos
beneficiosos para la salud a través de su consumo (Bilton et al., 2001).
Introducido desde América del Sur a principios del siglo XVIII, el tomate (tanto
fresco como procesado) es un componente esencial en la dieta mediterranea
tradicional, una dieta comunmente conocida por ser beneficiosa para la salud,
especialmente en relacion al desarrollo de enfermedades degenerativas
cronicas (Bilton et al., 2001). Muchos estudios epidemioldgicos han relacionado
al efecto beneficioso del consumo de tomate con la prevencion de algunas de
las principales enfermedades cronicas, como son algunos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares (La Vecchia, 1998; Rao y Agarwall, 2000). Los
beneficios protectores de los compuestos antioxidantes son, en parte, debidos
a su capacidad de detoxificar los radicales libres y, por tanto, prevenir los
cambios oxidativos anormales producidos en el cuerpo humano. Asi, los
tomates son beneficiosos para la salud humana gracias a su elevado contenido
en fitonutrientes como licopeno, [B-caroteno, compuestos fendlicos, acido

ascorbico y otros nutrientes esenciales (Garcia-Closas et al., 2004).

Uno de los fitonutrientes mas caracteristicos del tomate es el licopeno,
un carotenoide con una gran capacidad de eliminar ROS y que representa mas
del 80% de los carotenoides totales en el fruto de tomate (Rao et al., 1998). El
licopeno es también responsable del enrojecimiento del tomate, debido a la
diferenciacion de los cloroplastos a cromoplastos, por eso este carotenoide es
muy importante en la calidad nutricional final y comercial de este producto
horticola (Dumas et al., 2003). Existen muchos estudios donde se observa una
fuerte relaciéon entre la calidad nutricional del tomate y su contenido en licopeno
(Gautier et al., 2005; Raffo et al., 2006; Toor et al., 2006), ya que se ha
reconocido como una molécula que suprime la proliferacion celular en humanos
e interfiere con el crecimiento de las células cancerigenas, previniendo asi la

incidencia de cancer de préstata (Giovanucci et al., 1995; Levy et al., 1995).
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Otro carotenoide presente en los frutos de tomate es el B-caroteno, un
fotoprotector que actia en la fotosintesis como pigmento recolector de luz,
aunque de menor importancia que el licopeno ya que constituye sélo el 7% del
contenido total de carotenoides del fruto (Bilton et al., 2001). EIl B-caroteno,
también conocido como pro-vitamina A, es un poderoso antioxidante con una
serie de beneficios para la salud humana: ayuda al sistema inmune y destruye
las células cancerigenas (Nkondjock y Ghadirian, 2004); reduce el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, sindrome de fatiga cronica, soriasis, cancer de
piel y lupus (Hyson, 2002); y es necesario en la prevencion de la ceguera y las
cataratas, y en la recepcion de luz por el ojo humano (Bartley y Scolnick, 1995).

Junto a los carotenoides, los compuestos fendlicos o polifenoles
representan otra de las dos grandes clases de fitonutrientes encontrados en
frutos y vegetales de la dieta mediterranea. Los polifenoles son unos
componentes vegetales ubicuos que derivan principalmente de la fenilalanina a
través del metabolismo fenilpropanoide (Dixon y Paiva, 1995). Ademas, estos
compuestos confieren un papel importante en la respuesta a condiciones de
estrés. El anillo aromatico hidroxilado caracteristico de los compuestos
fendlicos es un excelente agente reductor, permitiendo a los compuestos
presentes en la planta donar un radical hidrogeno a los radicales libres
reactivos en los ambientes biolégicos. El anillo aroméatico es capaz de
estabilizar el electron desapareado por resonancia y cesar la propagacion de
los radicales o especies dafinas. Asi, los compuestos fendlicos pueden actuar
en las plantas como fitoalexinas, frente a la herbivoria, como atrayente de
polinizadores, contribuyendo a la pigmentacion vegetal, como antioxidantes y
protegiendo frente a la luz UV (Duthie et al., 2000; Naczk y Shahidi, 2006). El
interés de los compuestos fenolicos como antioxidantes se centra
principalmente en los flavonoides. Las funciones de los flavonoides en las
plantas no estan todavia muy claras, aunque se les atribuyen funciones en los
mecanismos de defensa frente a la herbivoria, estrés por patdégenos y radiacion
UV-B (Harborne y Williams, 2000). Por otro lado, existen estudios
epidemioldgicos que sugieren un beneficio por el consumo humano de frutas y
verduras ricas en flavonoides, ya que protegen frente a las enfermedades

cardiovasculares, cancer u otras enfermedades relacionadas con la edad como
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la demencia (Commenges et al., 2000; Knekt et al., 2002). Finalmente, existen
flavonoides, como las antocianinas, que son también importantes como
antioxidantes, ya que protegen a las plantas frente al estrés oxidativo, actuando
como un fotoprotector que absorbe la luz naranja-verde del espectro visible,
previniendo asi la foto-oxidacion de las clorofilas (Merzlyak y Chivkunova,
2000). Ademas de la proteccion frente a la luz UV, a las antocianinas también
se le han atribuido funciones como antioxidantes y antiherbivoria (Smillie y
Hetherington, 1999). Aparte de sus funciones fisioldgicas en las plantas, las
antocianinas se consideran componentes importantes en la nutricion humana,
ya que producen un aumento en la capacidad antioxidante, transportandose a
zonas con una actividad metabdlica elevada donde producen una reduccion en
la permeabilidad y fragilidad de los capilares, inhibiendo la agregacion de las

plaguetas y toda estimulacion inmune (Stintzing y Carle, 2004).

Sin embargo, el antioxidante mas efectivo de los diferentes productos
vegetales es el ascorbato o vitamina C (Smirnoff, 1996). Este compuesto tiene
un papel fisiolégico muy importante ya que, ademas de estar envuelto
directamente en la eliminacion de ROS y en la regeneracion de la vitamina E
en las plantas (Asada, 1994), participa en el metabolismo celular y en el control
del crecimiento (Navas y Gomez-Diaz, 1995), en la division celular (Kerk y
Feldman, 1995), en la expansiéon de la pared celular (Takahama y Oniki, 1994)
y en la organogénesis (Joy et al., 1988). Como un antioxidante, el ascorbato
elimina directamente los ROS a través de una via no enzimatica y reduce el
peréxido de hidrégeno a agua a través de la reaccion APX (Foyer y Noctor,
2005). No obstante, el ascorbato puede ser sintetizado por las plantas y por la
gran mayoria de los mamiferos, pero no por los seres humanos (Buettner y
Jurkiewicz, 1996), donde es fundamental en el mantenimiento de un sistema
inmune saludable, ya que reduce la severidad de algunas enfermedades como
el resfriado o la gripe mediante la prevencion de las infecciones virales
secundarias o bacterianas, protegiendo frente al dafio producido por los ROS
(Larsen, 1997), y en la prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Eichholzer et al., 2001).
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El clima mediterraneo se caracteriza por un aumento en la radiacion
solar, temperatura y déficit de presion de vapor (DPV) durante los meses de
verano. Estas variables ambientales pueden limitar severamente tanto la
productividad como la calidad de un cultivo (Adams et al., 2001). En los
invernaderos, estas condiciones ambientales adversas pueden generar ROS
en los frutos de tomate cherry (Dumas et al., 2003), que atacan a todo tipo de
biomoléculas produciendo el deterioro de las membranas, peroxidacion de los
lipidos y mutaciones en el ADN, lo cual puede desencadenar una serie de
disfunciones metabdlicas y estructurales irreparables y finalmente la muerte
celular. Todos estos cambios oxidativos han llegado a ser caracterizados
colectivamente como sintomas del sindrome denominado “estrés oxidativo”
(Halliwell y Guteridge, 1989; Foyer y Noctor, 2005). Por tanto, el estrés
oxidativo es uno de los procesos fisioldgicos mas importantes que pueden
alterar o reducir de manera significativa la produccion, la calidad nutricional y
organoléptica, y la actividad antioxidante de los diferentes productos vegetales
destinados al consumo humano. Sin embargo, el entendimiento de la influencia
de los factores ambientales y sus interacciones con las practicas agronémicas
sobre la calidad de los frutos de tomate es todavia deficiente, aunque en
general si se han observado algunas relaciones. Asi, se sabe que una
exposicion a temperaturas elevadas inhibe la sintesis de licopeno y provoca la
degradacion de B-caroteno debido a la presencia de los ROS (Dumas et al.,
2003). Este incremento en las temperaturas durante el verano suele estar
acompafado por una intensa radiacion solar, la cual induce un proceso de
sobrecalentamiento en el fruto que bloquea la acumulacion de licopeno,
formando zonas decoloradas comunmente conocidas como “mancha solar” (.
Esta fisiopatia aparece en los frutos maduros de tomate cherry formando un
anillo o manchas amarillo-anaranjadas alrededor de la zona de abscision del
fruto y que resultan de la sintesis reducida de licopeno o de un aumento en la
oxidacion de este compuesto a B-caroteno (Adegoroye y Jolliffe, 1976),
causando pérdidas dramaticas a los productores y a los consumidores (Adams
et al., 2001).
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Imagen 4.1. Comparacion de frutos de tomate cherry (cv. Naomi) sanos (izquierda) y
con mancha solar (derecha).

En relacion a los compuestos fendlicos, aunque hay poca informacion al
respecto, se ha descubierto que las plantas de tomate cherry crecidas en
invernadero bajo condiciones de intensa luz acumularon aproximadamente el
doble de su contenido normal en fenoles solubles (rutin y acido clorogénico)
gue plantas crecidas bajo una baja intensidad de luz (Wilkens et al., 1996).
Torres et al. (2006) demostraron que, al igual que en las hojas, los flavonoides
se inducen rapidamente en el exocarpo de los frutos de tomate sometidos a

una radiacion solar elevada como una respuesta fisiologica de aclimatacion.

Por otro lado, existe una gran controversia en cuanto al contenido en
ascorbato bajo condiciones de estrés ambiental, ya que se han realizado
estudios donde se observa un incremento en el contenido en ascorbato y en la
capacidad antioxidante en tomates expuestos a temperaturas elevadas y fuerte
radiacion solar, produciendo una mejor aclimatacion y/o tolerancia al estrés
oxidativo (Davey et al., 2000; Dumas et al., 2003), mientras que otros autores
han obtenido una reduccion en el contenido de ascorbato en tomates crecidos
bajo condiciones similares (Adegoroye y Jolliffe, 1976; Hamauzu et al., 1994;
Torres et al., 2006). Finalmente, y a pesar de los pocos estudios realizados al
respecto, parece ser que el sabor de los frutos de tomate también esta
afectado por las condiciones de estrés producidas durante el verano. Asi,

Winsor y Adams (1976) en su estudio ya demostraron un aumento en el
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contenido en azUlcares durante los meses de verano en los invernaderos

mediterraneos, lo que provocoé un incremento en la calidad de los tomates.

Ademas de la calidad nutricional, caracterizada por el contenido en
fitonutrientes con propiedades antioxidantes relacionadas con la salud humana,
la calidad de los frutos de tomate también esta estrechamente relacionada con
su calidad organoléptica, definida por una serie de parametros fisico-quimicos
gue hacen al producto satisfactorio para los consumidores (Anza et al., 2006).
El parAmetro mas importante en la calidad organoléptica de los frutos de
tomate es el sabor, producido principalmente por una combinacion de azucares
y acidos organicos, que determinan los sabores dulce y acido respectivamente
(Salles et al., 2003). En el sabor dulce, la fructosa tiene una mayor importancia
qgue la glucosa, y en la acidez es el acido citrico el que destaca en relacion al
acido malico. Sin embargo, segun los estudios realizados hasta el momento
parece que el dulzor del fruto de tomate no sélo estd determinado por el
contenido en azucares, sino que existen una serie de efectos sinérgicos con los
acidos organicos, como el acido citrico y el acido malico, responsables del
sabor &cido (Jones, 1999). Asi, la concentracion de acido citrico parece
aumentar la importancia de la glucosa en el sabor dulce en comparacion con la
fructosa (De Bryun et al., 1971), y se ha demostrado que este acido disminuye
el dulzor cuando la concentracion de azlcares en el tomate es baja y lo
incrementaba cuando la concentracion de azucar es elevada (Stevens et al.,
1977). Aunque el acido malico confiere un sabor mas acido que el acido citrico
(De Bryun et al.,, 1971), su influencia es menor ya que el acido citrico se
encuentra en una mayor concentracion. También se ha comprobado que, a
bajas concentraciones de &acido citrico y de glucosa, la fructosa reduce la
acidez (Stevens et al., 1977). Por tanto, para un mejor sabor del fruto de tomate
€S necesaria una concentracion elevada en azucar junto con un contenido
relativamente elevado en acidos. Ademas, una concentracion baja en azucares
y alta en acidos produce un sabor agrio en los tomates, mientras que un
contenido elevado en azlcares y bajo en acidos produce un sabor dulce o
suave, y finalmente un contenido bajo en ambos produce un sabor insipido

(Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999).
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En el capitulo anterior, observamos cémo bajo condiciones de
temperatura, radiacion solar y DPV elevadas se produjo un aumento en la
peroxidacion de lipidos y, por tanto, de estrés oxidativo, lo cual desencadend
una respuesta antioxidante basada en el aumento en la sintesis de ascorbato,
detoxificacion de H,O, y acumulacion de prolina. Ademas, en este estudio
pudimos observar como en el invernadero parral mejorado (baja tecnologia), en
comparacion al invernadero multitinel (alta tecnologia), se alcanzaron las
mayores condiciones de estrés ambiental definido por los elevados valores de
los indicadores de estrés y de respuesta antioxidante obtenidos. Finalmente, es
importante destacar que aunque no se observaron diferencias significativas en
los valores de produccion entre ambos invernaderos, si se produjo una
reduccion significativa en la produccion comercial al final del ciclo productivo en
el invernadero parral. Por tanto, el objetivo de este estudio fue demostrar como
diferentes factores ambientales (temperatura, radiacion solar y DPV) influyeron
sobre la calidad nutricional y el sabor en frutos de tomate cherry cultivados en
dos tipos de invernaderos mediterraneos experimentales: de baja tecnologia

(parral mejorado) y de alta tecnologia (multitanel).
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4.2. MATERIAL Y METODOS.

4.2.1. Disefio experimental y condiciones de crecimi  ento.

Toda informacién relacionada con la descripcién del area de ensayo y de
los invernaderos experimentales, la agronomia del cultivo, la caracterizacion
microclimatica y los muestreos de los frutos se encuentra bien detallada en el

apartado Material y Métodos del capitulo anterior (apartado 3.2).

4.2.2. Andlisis vegetal.

4.2.2.1. Carotenoides: licopenoy pB-caroteno.

El licopeno y el B-caroteno se extrajeron en una mezcla de acetona-n-
hexano (4:6) y se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min a 4°C.
Posteriormente, la densidad Optica de los sobrenadantes se midio
espectrofotométricamente a unas longitudes de onda de 663, 645, 505 y 453
nm, usando la mezcla de acetona-n-hexano (4:6) como blanco. Las
concentraciones de licopeno y [p-caroteno se cuantificaron usando las

ecuaciones propuestas por Nagata y Yamashita (1992), de la siguiente forma:

[Iicopeno] (pg mL'l) =—0.0458 Aegz t+ 0.204 Aeas + 0.372 Asgs — 0.0806 Ass3
[B-Caroteno] (Ug mL'l) =0.216 Agsz — 1.220 Agss — 0.304 Asgs + 0.452 Auss

donde Aecss, Asas, Asos Y Agss, SON respectivamente las absorbancias obtenidas a
las longitudes de onda de 663, 645, 505 y 453 nm. Estas ecuaciones nos
permitieron la determinacion simultanea de licopeno y B-caroteno en presencia
de clorofilas.

4.2.2.2. Concentracion de fenoles totales y flavono ides.

Los fenoles totales y los flavonoides contenidos en los frutos de tomate

cherry fueron extraidos con metanol siguiendo el método propuesto por Ruiz et
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al. (1998) y cuantificandose segun los métodos de Singlenton y Rossi (1965) y
Johnson y Schaal (1957), optimizado para nuestras condiciones. Una cantidad
de 1.5 g de tomate fue homogenizado con 5 mL de metanol y lavado con 5 mL
de cloroformo y 2.5 mL de una solucion de NaCl al 1%. El sobrenadante
resultante de la centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min fue filtrado,
obteniéndose las siguientes fases:

- Fase metandlica: que contiene acidos fendlicos, azucares solubles y
compuestos de bajo peso molecular.
- Interfase: formada por proteinas precipitadas por el NaCl.

- Fase cloroférmica: constituida por lipidos disueltos.

La solucion metandlica fue utilizada para la cuantificacion de la concentracion

de fenoles totales y flavonoides.

Los fenoles totales fueron determinados espectrofotométricamente
gracias al complejo de color que forman estos compuestos con el reactivo
Folin-Ciocalteau, siguiendo el método propuesto por Singlenton y Rossi (1965).
Para ello, la mezcla de reaccion consistio en: 1.5 mL de Na,COs3 al 2%, 0.5 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteau al 50%, 2.75 mL de H,O desionizada y 0.5 mL
del extracto enzimético. Transcurridos 60 min se procedié a la determinacién
de los fenoles totales frente a una curva patron de acido caféico y a una
absorbancia de 725 nm. Los resultados fueron expresados como pg acido

cafeico g PF.

El contenido en flavonoides fue cuantificado mediante el método
colorimétrico propuesto por Kim et al. (2003). Para la determinacion, se
tomaron 0.5 mL de la fase metandlica del extracto a la que se le afadiéo 2 mL
de H,O y 0.15 mL de NaNO; al 5%. A continuacion se incubaron las muestras
durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad, y transcurrido este
tiempo se afiadio 0.15 mL de una solucion de AICl3-6H,0 al 10% y 1 mL de una
solucion de 1 M NaOH. La mezcla de reaccion fue bien agitada e incubada a

temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 min. La absorbancia se midio
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a 415 nm y el contenido de flavonoides fue calculado usando una curva patrén

de rutin. Los resultados fueron expresados como pg rutin g* PF.

4.2.2.3. Contenido en antocianinas.

Las antocianinas fueron extraidas siguiendo el procedimiento descrito
por Ticconi et al. (2001). Para ello, se homogenizaron 4 g de tomate en 10 mL
de una solucién compuesta por propanol-HCI-H,O (18:1:81). Posteriormente,
las muestras fueron hervidas en un bafio de agua durante 3 min, dejando las
muestras en oscuridad y a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado
este tiempo, el sobrenadante se centrifugé a 6500 rpm durante 40 minutos a
4°C, y después del centrifugado la absorbancia del sobrenadante se midio a
535 y 650 nm. La absorbancia correspondiente a las antocianinas se calculd

segun la férmula descrita por Lange et al. (1971): A = As3s — Agso.

4.2.2.4. Ascorbato total.

Véase el apartado 3.2.7.2.

4.2.2.5. Ensayos de capacidad antioxidante: “Ferric Reducing Ability of
Plasma” (FRAP) y “Trolox Equivalent Antioxidant Cap acity” (TEAC).

La extraccion vegetal para los ensayos FRAP y TEAC se realiz6 segun
el método descrito por Wold et al. (2004), con algunas modificaciones, donde 1
g de tomate cherry se homogeniz6 en 5 ml de metanol, y posteriormente se

centrifug6 a 10200 rpm durante 2 minutos.

El ensayo FRAP se llevo a cabo mediante el reactivo FRAP, compuesto
por 1 mM 2,4,6-tripiridil-2-triazina (TPTZ) y 20 mM FeCl; en 0.25 M acetato
sédico (pH 3.6). Una alicuota de 100 pL del extracto obtenido de la
homogenizacion de 1 g de tomate en 10 mL de metanol fue afiadido a 2 ml de
reactivo FRAP. Posteriormente la mezcla fue incubada a temperatura ambiente
(20°C) durante 5 min. La absorbancia fue medida a 593 nm frente a una curva

patrén de 25-1600 pM Fe®*" preparada usando una solucién madre 25 mM de
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sulfato ferroso (Benzie y Strain, 1996). Los resultados fueron expresados como
umol FeSO,4 g™ PF.

El ensayo TEAC se realiz6 siguiendo el método de Re et al. (1999) y Cai
et al. (2004). En primer lugar, se mezcld6 7 mM de 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) con 2.45 mM de persulfato
potasico para producir el cation ABTS®, para lo cual la mezcla resultante fue
incubada durante 16 horas en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente, la soluciéon de ABTS®" resultante se diluyé en metanol y se
ajustdé su absorbancia (usando metanol como blanco) hasta que registré un
valor de 0.7 £ 0.02 a una longitud de onda de 734 nm. Una alicuota de 100 pL
de extracto se mezcld vigorosamente con 3.9 mL de solucion de ABTS®
diluido, y se dejo en oscuridad a temperatura ambiente durante 6 minutos e
inmediatamente después se registré la absorbancia a 734 nm. Las muestras
fueron enfrentadas a una curva patron de 0-15 pM de trolox que siguid el
mismo procedimiento que las muestras vegetales. Los resultados fueron

expresados como pmol equivalentes trolox g™ PF.

4.2.2.5. Ensayos de capacidad antioxidante: efecto detoxific ador de

radicales libres 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPP  H) y Poder Reductor.

Para la determinacion de los ensayos DPPH y Poder Reductor, la
extraccion se realizo homogenizando 1 g de tomate cherry en 5 mL de metanol
al 80% y centrifugando posteriormente a 6000 rpm durante 10 min (Zhang y
Hamauzu, 2004).

El ensayo DPPH se realizé segun el método descrito por Hsu et al.
(2003), con algunas modificaciones. Para ello, se mezclaron meticulosamente
una alicuota de 0.5 mL del extracto metandlico de tomate y 2.5 mL de la
solucién metandlica fria que contenia 0.1 M DPPH, manteniéndose después
durante 60 min en oscuridad a 4°C. La absorbancia de la mezcla de reaccion
fue medida a una longitud de onda de 517 nm en un espectrofotometro. Como

blanco se reemplazd el extracto por 0.5 mL de metanol al 80%. El efecto
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detoxificador de radicales libres DPPH se calculd utilizando la siguiente

formula:
Efecto detoxificador DPPH (%) = [1 — (Asyymuestra/As;7blanco)] x 100.

El ensayo de Poder Reductor de los frutos de tomate cherry fue medido
de acuerdo con el método descrito por Hsu et al. (2003). A 1 mL de extracto de
tomate se le afadié6 0.5 mL de buffer fosfato (0.2 M, pH 6.6) y 2.5 mL de
KsFe(CN)s (1% viw) y la mezcla fue incubada durante 20 min a 50°C.
Posteriormente los tubos fueron enfriados inmediatamente sumergiéndolos en
hielo y entonces se les afadid 0.5 mL de acido tricloroacético al 10%. A
continuacion, fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10 min. Finalmente, se
tomo 1 mL del sobrenadante y se mezclé con 1 mL de H,O y 0.1 mL de FeCls
(0.1%), la mezcla se incub6 durante 10 min. y se midio la absorbancia a 700
nm en el espectrofotometro. La cantidad de poder reductor se da directamente

en absorbancia.

4.2.2.6. Determinacion de azlcares, acidos organico s, acidez valorable e

indices del sabor.

Los contenidos en sacarosa, D-glucosa, D-fructosa, acido citrico y acido
malico se determinaron mediante el uso de ensayos enzimaticos comerciales
(R-Biopharm, Francia), en los cuales se midio la formacion u oxidacion de
NADH o NADPH a 340 nm, de acuerdo a lo descrito en el protocolo de cada

ensayo. Los resultados fueron expresados como mg g™ PF.

La acidez valorable se determin6 mediante volumetria acido-base del
filtrado con Na(OH) 0.1 M hasta la persistencia de un pH 8.2, medido con un
pH-metro. La acidez valorable se expresa en relacion al acido organico
mayoritario en el fruto de tomate que suele ser el acido citrico, en % &cido
citrico g PF (Jarret et al., 1984).

El indice de dulzor de los frutos de tomate cherry, una estimacion de la

percepcion total del dulzor, se calcul6 en base a la cantidad y las propiedades
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de dulzor de los carbohidratos individuales (Keutgen y Pawelzik, 2008). La
contribucion de cada carbohidrato fue calculada en base al hecho de que la
fructosa y la sacarosa son respectivamente 2.30 y 1.35 veces mas dulces que
la glucosa y, por lo tanto, el indice de dulzor se expresé usando la

concentracion molar de cada azlcar la siguiente manera:

indice de dulzor = (1.00 [glucosa]) + (2.30 [fructosa]) + (1.35 [sacarosa]).

El cociente azlcares/acidos se calculé considerando la concentracion
molar de cada compuesto individual. Asi, el valor de los azlUcares corresponde
a la suma del contenido en glucosa, fructosa y sacarosa, y el valor de los
acidos corresponde a la suma del contenido en acido citrico y acido malico

(Mencarelly y Salveit, 1988).

4.2.2.8. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA)
y las diferencias entre las medias se compararon mediante el test de rango
multiple de Duncan (DMRT; P < 0.05). Los valores obtenidos de cada
parametro corresponden a la media de los tres afios de estudio (2004, 2005 y
2006). Ademas, para determinar si el tipo de invernadero experimental y el
tiempo de muestreo influyé significativamente en los resultados, se utilizé una
ANOVA de dos vias y las medias fueron comparadas mediante el test de
diferencias significativas minimas de Fisher (LSD). Los niveles de significacion
se han representado mediante [JP < 0.05, [TJP < 0.01, [(IT1P < 0.001, y NS, no

significativo.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.3.1. Efecto de las condiciones ambientales sobre el contenido de

algunos fitonutrientes y la capacidad antioxidante.

Cada vez existen un mayor numero de evidencias cientificas que
seflalan los efectos aditivos y sinérgicos que los compuestos antioxidantes
procedentes de frutas y verduras pueden tener sobre la salud humana, ya que
pueden disminuir el riesgo de padecer numerosas patologias relacionadas con
el estrés oxidativo. Entre los fitonutrientes de mayor actividad antioxidante
encontramos a los carotenoides, que son pigmentos vegetales que contribuyen
a la defensa antioxidante frente a la modificacion oxidativa de los lipidos de
baja densidad (LDL) (Oshima et al., 1996), siendo el licopeno el mas eficiente
antioxidante de los carotenoides ya que actla eliminando el oxigeno singlete y
los radicales peroxilo (Sies y Stahl, 1998). Asi, gracias a su gran capacidad
antioxidante, carotenoides como el licopeno y el B-caroteno son esenciales
para evaluar la calidad nutricional del fruto de tomate (Gautier et al., 2005;
Raffo et al., 2006; Toor et al., 2006). En nuestro experimento, en ambos
invernaderos se produjo una disminucion significativa en el contenido de
licopeno durante el tercer muestreo (35 SDT; Tabla 4.1), coincidiendo con las
condiciones de estrés oxidativo producido por los valores mas elevados de
temperatura, radiacion solar y DPV (Fig. 3.4; ver apartado 3.3.1). Sin embargo,
el contenido en B-caroteno manifesté un comportamiento diferente en los dos
invernaderos (Tabla 4.1), ya que en el parral no se mostraron diferencias
significativas a lo largo del periodo productivo, y en el multitinel si se produjo
un incremento al final de este periodo. En cambio, no se produjeron diferencias
significativas en cuanto al contenido de licopeno y [B-caroteno entre los dos
invernaderos (Tabla 4.1). Segun varios estudios realizados, un incremento de
la temperatura por encima de 30-35°C y una fuerte radiacion solar mostraron
un efecto inhibidor sobre la sintesis de licopeno o estimulador de su oxidacion a
B-caroteno (Dumas et al., 2003), observandose también un aumento en la
degradacion de B-caroteno a partir de 35-40°C (Gautier et al., 2005). Ademas,

recientemente Gautier et al. (2008) han mostrado que en tomates sometidos a
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una temperatura de 32°C se inhibia la sintesis de licopeno pero no la de [3-
caroteno, mientras que un incremento en la radiacion sobre el fruto no inhibia la
sintesis de carotenos por si misma sino que la promovia. Ellos concluyen que
esta reduccion de los carotenos podria ser debida a una inhibicion del gen de la
fitoeno sintasa, el cudl juega un papel clave en la regulacion de la sintesis de
carotenos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio,
ya que la disminucién en el contenido en licopeno en el invernadero multitinel
puede ser debida a la oxidacion de este compuesto a B-caroteno, lo que
incrementaria su acumulacién de este invernadero durante el tercer muestreo.
Algunos autores (Leonardo et al., 2000; Dorais et al., 2001) han encontrado
que los frutos de tomate cultivados en invernadero presentaban una coloracion
mas intensa cuando las plantas crecian bajo un elevado DPV, lo que sugeria
un mayor contenido en licopeno posiblemente debido a un estado hidrico
vegetal sub-Optimo. Sin embargo, estos datos no coinciden con los obtenidos
en nuestro experimento, donde el incremento en la radiacion solar y en la
temperatura parece ser mas influyente sobre el contenido en carotenoides. Por
tanto, debido a las mayores condiciones de estrés a las que estan sometidos
los tomates cherry del invernadero parral en el tercer muestreo, ademas del
aumento en la oxidacién de licopeno a B-caroteno también se podria haber
producido un aumento en la degradacién de B-caroteno (Dumas et al., 2003), lo
cual explicaria la ausencia de un aumento significativo de este pigmento en el

tercer muestreo (Tabla 4.1).

En cuanto a los compuestos fendlicos, éstos son un extenso grupo de
fitonutrientes con un amplio rango de estructuras quimicas. Un aspecto
importante es que estos compuestos pueden formar radicales estables capaces
de modificar los procesos de oxidacién mediados por radicales libres. Pueden
actuar como quelantes de metales e inhibidores de enzimas como la xantina
oxidasa, por lo que evitan la formacién enzimatica y no enzimatica de ROS. Al
ser buenos donadores de hidrégeno pueden impedir la reaccién de
propagacion de los radicales generados en macromoléculas, rompiendo el ciclo
de generacion de nuevos radicales. Ademas, a algunos se les ha atribuido un
posible papel anticarcinogénico ya que son capaces de bloquear o inhibir

enzimas que son potenciales activadoras de precarcinégenos, incluso pueden
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Tabla 4.1. Contenido en carotenoides (licopeno y B-caroteno) y compuestos fendlicos (fenoles totales, flavonoides y antocianinas) en los frutos

de tomate cherry cultivados en los dos invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

Licopeno B-caroteno Fenoles totales Flavonoides Antocianinas

(Mg g ' PF) (Mg g7 PF) (Mg acido cafeicog ~* PF) (Mg rutin g ~* PF) (abs @535 nm g ' PF)
Muestreos Parral Multitanel Parral Multitanel Parral Multitdnel Parral Multitanel Parral Multitdnel
M1 6.19 a* 6.00 a 1.30 a 1.30 b 361.5¢c 317.6¢c 135.3¢c 1219c 0.014 b 0.014 a
M2 6.30 a 6.09 a 1.35a 1.38b 433.4b 408.1 b 1749b 182.6 b 0.016 b 0.015a
M3 4.48b 4.43b 149 a 1.67 a 593.5 a 547.6 a 278.6 a 221.2a 0.020 a 0.016 a
P-valor® [0 [0 NS [ [T [T T 1] HEN] NS
LSDg.05 1.26 1.37 0.28 0.21 52.2 66.9 26.2 26.7 0.002 0.002
Invernaderos
Parral 5.66 a 1.38a 462.8 a 196.3 a 0.017 a
Multitinel 551a 145a 424.4 b 175.2b 0.015b
P-valor NS NS O O O
LSDo.0s 0.73 0.14 33.2 16.5 0.001

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacion representados mediante P < 0.05, [IJP < 0.01, CITJP < 0.001, y NS, no significativo.
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inhibir la proliferacion celular actuando sobre la tirosina kinasa (Parr y Bolwell,
2000). En relacién a los compuestos fendlicos, aunque el control genético
representa el principal factor determinante en su acumulacion en productos
vegetales, los factores ambientales también pueden tener un efecto
significativo sobre ellos (Dumas et al., 2003). Dentro de los compuestos
fendlicos existe un grupo de compuestos de gran importancia denominados
flavonoides, una familia que muestra multitud de actividades biolégicas como
antialérgenos, antitumorales, antivirales y antioxidantes. Generalmente, los
flavonoides poseen un gran numero de grupos hidroxilo, ademéas de
abundantes ortosustituciones con grupos metoxi o alquil que incrementan la
estabilidad de los radicales libres y aumentan su potencial antioxidante (Rice-
Evans et al., 1995). Dentro de los flavonoides se encuentran las antocianinas,
consideradas como uno de los grupos mas importantes de pigmentos
hidrosolubles en plantas (Wong, 1989). El interés actual en las propiedades
biologicas de las antocianinas se debe tanto a su funcidén antioxidante como al
efecto potenciador sobre algunos compuestos como el acido ascorbico
(Garcia-Alonso et al., 2004).

En nuestro experimento, tanto el contenido en fenoles totales como en
flavonoides en los frutos de tomate cherry incrementaron progresivamente a lo
largo del ciclo productivo en ambos invernaderos (Tabla 4.1), alcanzando los
valores mas elevados en el tercer muestreo (35 SDT) y coincidiendo con las
condiciones de estrés ambiental. Por el contrario, el contenido en antocianinas
no varié durante todo el periodo de produccién en el invernadero multitanel,
mostrandose un incremento significativo en el tercer muestreo en el
invernadero parral mejorado (Tabla 4.1). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Wilkens et al. (1996), que mostraron un contenido en fenoles
solubles dos veces superior en plantas de tomate cherry expuestas a una
radiacion solar elevada en comparacion con plantas sometidas a una baja
radiacion solar. Por otro lado, Rivero et al. (2001) también mostraron una
acumulacion de fenoles totales en plantas de tomate sometidas a estrés
térmico (35°C). Aunque existe muy poca informacion en relacion al contenido
en compuestos fendlicos en frutos de tomate sometidos a este tipo de estres,

Torres et al. (2006) determinaron que, al igual que en hojas, los flavonoides se

113



4. CALIDAD NUTRICIONAL

inducian rapidamente en el exocarpo de tomates expuestos a una radiaciéon
solar elevada como un mecanismo de respuesta fisiolégica, ya que los
flavonoides son capaces de absorber la luz y reducir la formacién de mancha
solar y de dafio oxidativo. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos
recientemente por Gautier et al. (2008), quienes mostraron un incremento en
los contenidos de rutin y acido cafeico en frutos de tomate cherry cuando la
temperatura aumentaba de 27 a 32°C. Las antocianinas son otro grupo de
pigmentos vegetales que actian como antioxidantes y protegen frente a
diferentes tipos de estrés ambiental (Merzlyak y Chivkunova, 2000), y que ha
sido muy poco estudiado en frutos de tomate. En contradiccibn a nuestros
resultados, existen estudios en frutos de fresa que muestran una reduccion
progresiva en el contenido de antocianinas a temperaturas de 30 a 45°C
producido por un dafio oxidativo (Pan et al., 2004). Por otro lado, al comparar
los dos invernaderos, observamos cémo el contenido en fenoles totales,
flavonoides y antocianinas fue mayor en los tomates cherry del invernadero
parral mejorado durante todo el ciclo productivo del cultivo (Tabla 4.1). Por
tanto, y segun nuestros resultados, podemos definir a estas condiciones de
estrés provocadas por las elevadas temperaturas, radiacién solar y DPV como
las principales responsables del incremento en fenoles totales, flavonoides y
antocianinas (este ultimo en el caso del invernadero parral), producido como un
posible mecanismo de respuesta fisiolégica de aclimatacion a este tipo de

estrés.

En plantas superiores, el ascorbato tiene una gran importancia, ya que
esta directamente involucrado en la eliminacion de ROS mediante vias no
enzimaticas o través del ciclo ascorbato/glutation o Halliwell-Asada, y por tanto
es determinante en las respuestas de adaptacion a diferentes tipos de estrés
(Smirnoff, 1996). Gracias a su funcion como donador de electrones tanto en
reacciones enzimaticas como no-enzimaticas, al ascorbato se le atribuyen una
gran cantidad de propiedades antioxidantes a través de su consumo, ya que los
humanos son incapaces de sintetizarlo por si mismos. Como se refleja en la
Tabla 3.2 (ver apartado 3.3.3), los tomates crecidos en ambos invernaderos
mostraron un incremento significativo en la concentracion de ascorbato en el

tercer muestreo (35 SDT) con respecto a los muestreos anteriores, siendo mas
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elevado en el invernadero parral durante todo el ciclo productivo. Estos datos
coincidieron con las condiciones de estrés ambiental provocado por los valores
mas elevados en la temperatura, radiacion solar y DPV (Fig. 3.4). A pesar de
que existen estudios que no correlacionan una acumulacién de ascorbato bajo
condiciones de estrés ambiental (Adegoroye y Jolliffe, 1976; Hamauzu et al.,
1994; Torres et al., 2006), si existen otros experimentos que concuerdan con
nuestros resultados, donde bajo condiciones de elevada radiacion solar y
temperatura se incrementé el contenido en ascorbato como un mecanismo de
respuesta antioxidante de aclimatacion al estrés (Davey et al., 2000; Dumas et
al., 2003). Asi, nuestros resultados coinciden parcialmente con los obtenidos
por Gautier et al. (2008), quienes concluyen que incrementando la radiacion se
promueve la acumulacién de ascorbato en frutos de tomate cherry, mientras

gue un aumento en la temperatura (a 32°C) limita su acumulacion.

Ya que los productos alimentarios son matrices, es apropiado medir la
capacidad antioxidante total de las frutas y verduras para obtener un indice de
sus beneficios para la salud (Molyneux et al., 2004). Existe un gran numero de
ensayos que pueden ser usados para evaluar la capacidad antioxidante de los
frutos de tomate, como son el FRAP, TEAC, DPPH y Poder Reductor. Uno de
los mayores problemas que se presenta es escoger el método de analisis
guimico mas adecuado ya que normalmente cada test es especifico para una
sola propiedad. Algunos de ellos estan basados en la capacidad de inhibir la
oxidacion de un sustrato diana por parte de los radicales libres mientras que
otros evallan la capacidad de quelar metales o detoxificar radicales sintéticos.
Por esta razon y con el fin de determinar la capacidad antioxidante de la
manera mas precisa posible, se recomienda el uso de varios métodos, mas que
depender de los resultados de un solo método antioxidante (Schleiser et al.,
2002; Blasco et al., 2008).

En primer lugar, se realiz6 el analisis FRAP, ya que es considerado uno
de los tests mas rapidos y usados para determinar la actividad antioxidante
(Rice-Evans, 2000). Este ensayo esta basado en la reduccion del complejo
amarillo Fe**-TPTZ a un complejo de color azul, Fe**-TPTZ, por sustancias

donadoras de electrones bajo condiciones acidas. Por otra parte, también se
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realizd el andlisis TEAC, apoyado en la reduccion del radical catidénico
coloreado ABTS*". La capacidad antioxidante es cuantificada analogamente
como la concentracion de vitamina E soluble (Becker et al., 2004). Otro ensayo
utilizado en este estudio fue el DPPH, que mide la capacidad de detoxificacion
de ROS a través de diferentes compuestos. EI DPPH se caracteriza por ser un
radical libre estable de color purpura oscuro, y se basa en la pérdida de color
producida por la reduccion del radical cuando es mezclado con una sustancia
donadora de H* (Martinez et al., 2006). Finalmente se llevo a cabo el test del
Poder Reductor, el cual est4d basado en la transicién del Fe* a Fe® por la
reduccion del complejo ferricianida férrica al complejo ferricianida ferrosa que
posee color azul y sirve como un indicador significativo de la actividad
antioxidante potencial de un extracto, medida como % de actividad equivalente

de acido ascorbico (Meir et al., 1995).

En nuestro experimento, observamos cémo los cuatro ensayos
antioxidantes estudiados (FRAP, TEAC, DPPH y Poder Reductor) mostraron
una tendencia similar, alcanzando los valores mas elevados durante el tercer
muestreo en ambos invernaderos (Tabla 4.2). Ademas, estos valores
mostraron una mayor capacidad antioxidante en los frutos cultivados en el
invernadero parral en comparacion con el multitnel (Tabla 4.2). Esto nos
indica una mayor capacidad antioxidante durante este periodo de estrés
producido por el incremento de las temperaturas, radiacion solar y DPV, y
coincidiendo con el aumento de otros parametros antioxidantes como son los

fenoles totales, los flavonoides y el ascorbato (Tablas 4.1y 4.2).
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Tabla 4.2. Ensayos de capacidad antioxidante (FRAP, TEAC, DPPH y Poder Reductor) en los frutos de tomate cherry cultivados en los dos

invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

FRAP TEAC DPPH Poder Reductor

(umol g ' PF) (umol g ' PF) (% g™ PF) (abs a 700 nm g ' PF)
Muestreos Parral MultitGnel Parral Multit(nel Parral Multittnel Parral Multit(nel
M1 557 c 4.95b 1.11b 1.05b 425¢c 38.0b 0.55¢c 0.50b
M2 6.51b 555D 1.39b 1.17b 55.7b 442 b 0.69b 0.56 b
M3 9.05 a 7.88 a 223 a 210a 713 a 62.7 a 0.94 a 0.82 a
P-valor? HEN ] ] HEN ] HEN HEE HEN
LSDg o5 0.81 0.91 0.46 0.32 10.9 10.8 0.11 0.10
Invernaderos
Parral 7.04 a 1.58 a 56.5a 0.73 a
Multitanel 6.13 b 144 a 48.3 Db 0.63b
P-valor N NS N HEN|
LSDg 05 0.54 0.25 6.05 0.06

!Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [[JP < 0.01, [(ITJP < 0.001, y NS, no significativo.
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4.3.2. Efecto de las condiciones ambientales sobre el contenido de

azucares y acidos organicos.

La preferencia de los consumidores esta fuertemente influenciada por el
sabor dulce-acido caracteristico de los frutos de tomate. Por ello, recientemente
se ha manifestado una preocupacion por la pobre calidad gustativa de los
tomates frescos disponibles en los mercados de consumo (Wang et al., 2007).
Asi, el sabor deseado de los tomates es el resultado de una interaccion
compleja entre varios compuestos volatiles y gustativos presentes en el fruto
(Petro-Turza, 1986). Los azucares reductores y los acidos organicos son los
componentes mas significativos en la determinacion del sabor dulce y acido
respectivamente, por lo que sus niveles de concentracion pueden afectar

significativamente a la aceptabilidad de su sabor (Salles et al., 2003).

Tabla 4.3. Contenido en azlcares en los frutos de tomate cherry cultivados en los dos

invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

Glucosa Fructosa Sucrosa
(mg g~ PF) (mg g™* PF) (mg g™* PF)

Muestreos Parral Multitanel Parral Multitanel Parral Multitanel
M1 15.0 ¢* 174 b 17.2c 186 Db 1.97 a 1.96 a
M2 18.3 b 18.7b 19.3 b 19.1b 1.46 b 1.30 b
M3 223 a 240a 223 a 23.7 a 0.82c 1l.14c
P-valor® (1] [0 [0 [0 1] N
LSDg.05 1.40 2.27 1.58 2.68 0.25 0.15
Invernaderos
Parral 185hb 19.6 a 142 a
Multitanel 20.1a 204 a 147 a
P-valor X NS NS
LSDg.05 1.05 1.24 0.26

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacién representados mediante OP < 0.05, [(IJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.
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Generalmente, el fruto de tomate acumula azucares en forma de sacarosa o de
hexosas (glucosa y fructosa), dependiendo de las condiciones ambientales y de
la fase de crecimiento de la planta (Davies y Hobson, 1981; Islam et al., 1996).
De todos los azUcares que se encuentran en los frutos de tomate, la fructosa es
el que se encuentra en mayor proporcion, ligeramente mas abundante que la
glucosa, mientras que la sacarosa suele existir en bajas cantidades (Bertin et
al., 2000).

En la Tabla 4.3 se muestra cdmo la concentracion de glucosa y fructosa
en los frutos de tomate cherry incrementé progresivamente a lo largo del ciclo
productivo en ambos invernaderos, alcanzando los valores mas elevados en el

tercer muestreo (35 SDT) y coincidiendo con las condiciones de los mayores

Tabla 4.4. Acidez valorable y contenido en &cidos organicos en los frutos de tomate
cherry cultivados en los dos invernaderos experimentales durante tres periodos

diferentes de produccion.

Acidez valorable Acido citrico Acido malico

(% citrato g ~* PF) (mg g " PF) (mg g ' PF)
Muestreos Parral Multitanel Parral Multitanel Parral Multitanel
M1 0.65 a* 0.62 a 4.23 a 4.08 a 0.39 a 0.32 a
M2 0.59 a 0.64 a 3.59b 4.20 a 0.32 ab 0.25b
M3 0.48 Db 0.46 b 287c 2.82b 0.27b 0.20c
P-valor® [0 [0 [0 HEN 1] M
LSDg.05 0.07 0.08 0.44 0.52 0.07 0.03
Invernaderos
Parral 0.57 a 3.57a 0.33a
Multitanel 0.58 a 3.70 a 0.25b
P-valor NS NS N
LSDg.05 0.04 0.27 0.03

!Los valores con las mismas letras en
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.

cada columna no son significativamente diferentes de
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valores de los parametros ambientales (Fig. 3.4). Este incremento en las
concentraciones de hexosas coincidié con una disminucion en el contenido en
sacarosa en el tercer muestreo (Tabla 4.3), lo cual nos puede indicar una
degradacion de sacarosa hacia glucosa y fructosa producida bajo estas
condiciones de estrés ambiental. Nuestros datos concuerdan con los obtenidos
por Winsor y Adams (1976), donde mostraron un incremento en el contenido en
azucares en frutos de tomate durante el verano, lo que indujo un aumento del
sabor dulce de estos tomates (Tabla 4.3). Sin embargo, Gautier et al. (2008)
indicaron que elevadas temperaturas no afectaron al contenido final de

hexosas en los frutos de tomate cherry.

En cuanto a la acidez, observamos como tanto los valores de acidez
valorable (AV) como el contenido en acido citrico y acido malico fue inferior al
final del periodo productivo (35 SDT; Tabla 4.4). Ademas, el indice de dulzor y
el cociente azucares/acidos son dos parametros muy utilizados en muchos
frutos para describir su sabor y su aceptabilidad en el mercado (Keutgen y
Pawelzik, 2008). Baldwin et al. (1998) consideran que la relacion entre los
azucares y la acidez es un buen indicador para el sabor y el aroma de los
tomates, y Mencarelli y Salveit (1988) sefialaron que un valor bajo de
azucares/acidez esta asociado a tomates insipidos. Por tanto, con estos
parametros comprobamos cémo los tomates cherry crecidos bajo condiciones
de elevada temperatura, radiacién solar y DPV (35 SDT; Fig. 3.4; ver capitulo
3.3.1) mostraron los valores mas elevados en relacion al indice de dulzor y del
cociente azUcares/acidos en ambos invernaderos (Tabla 4.5). Asi, nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por Gautier et al. (2008), quienes
proponen gue un incremento en la temperatura (32°C) podria mejorar la calidad
gustativa del fruto de tomate ya que aumenta el cociente azucares/acidos del

fruto.
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Tabla 4.5. indices de sabor en los frutos de tomate cherry cultivados en los dos

invernaderos experimentales durante tres periodos diferentes de produccion.

indice de dulzor Azlcares/Acidos
Muestreos Parral Multitdnel Parral Multitdnel
M1 57.1¢' 62.7 b 7.54c 8.75b
M2 64.8 b 63.6 b 105b 8.78 b
M3 75.0 a 79.9 a 148 a 16.6 a
P-valor® HEE] [0 mEn| man
LSDg 05 4.67 7.79 2.05 2.02
Invernaderos
Parral 65.5 a 109 a
Multitanel 68.7 a 114 a
P-valor NS NS
LSDy o5 3.75 1.20

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
“Niveles de significacién representados mediante OP < 0.05, [(LJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.

Finalmente, observamos cémo tanto el contenido en azucares como en
acidos organicos fue similar en los tomates cherry cultivados en ambos
invernaderos (Tablas 4.3, 4.4 y 4.5), definiendo asi una misma calidad en
cuanto al sabor de estos frutos. Por tanto, nuestros resultados confirman que
bajo estas condiciones de estrés ambiental se desarrollé un sabor dulce y
suave en los frutos de tomate cherry, lo que conlleva una mejor calidad y

aceptacion por los consumidores.
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3.3.3. Conclusion.

En resumen, las condiciones de estrés producidas durante el tercer
muestreo (35 SDT) por el incremento de las temperaturas, radiacion solar y
VPD en ambos invernaderos desencadenaron una reduccion en la acumulacion
de licopeno y un aumento en el contenido de otros fitonutrientes como los
compuestos fendlicos y el ascorbato, y en la capacidad antioxidante de los
frutos de tomate cherry. Este elevado contenido en fitonutrientes y la alta
actividad antioxidante originada durante este periodo de estrés le confiere a
estos tomates cherry un notable interés nutricional, que repercute de manera
considerable en una mayor calidad nutricional y comercial de este producto
horticola. Por otro lado, al comparar ambos invernaderos observamos como los
tomates cherry cultivados bajo el invernadero parral mejorado mostraron un
mayor contenido en fenoles totales, flavonoides, antocianinas, ascorbato y una
mayor capacidad antioxidante, no presentando diferencias significativas en
cuanto al contenido en licopeno y B-caroteno (Tablas 3.2, 4.1 y 4.2). Estos
resultados pueden indicar una mayor calidad nutricional en estos frutos
acrecentada por las mayores condiciones de estrés ambiental desarrolladas
bajo este invernadero durante el tercer muestreo. Por tanto, en este estudio
demostramos como las condiciones ambientales pueden ser determinantes en
la calidad nutricional del tomate cherry. Sin embargo, y a pesar del aumento de
la mayoria de los fitonutrientes estudiados, observamos una reduccién en el
contenido de licopeno durante el tercer muestreo en ambos invernaderos. Por
tanto, y aunque mas investigacion es necesaria al respecto, el mantenimiento
en el contenido en licopeno seria fundamental para llegar conseguir la mejor
calidad nutricional de los tomates cherry bajo condiciones experimentales de

estrés ambiental.

Finalmente, bajo estas condiciones de estrés también se produjo una
acumulacion de azucares y una disminucién en el contenido en &acidos
organicos, lo que derivé en un sabor dulce y suave de los frutos, mejordndose

las propiedades organolépticas de los tomates cherry en ambos invernaderos.
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El control de las condiciones climaticas en el interior de los invernaderos
mediterraneos es un problema debido a la gran intensidad de la radiacién solar,
a las elevadas temperaturas y al alto DPV del aire durante el verano, los cuales
pueden influir tanto en la producciéon como en la calidad nutricional de los frutos
de tomate cherry, e incluso desencadenar situaciones de estrés ambiental. A lo
largo del ciclo de cultivo hemos podido comprobar como se produjo un
incremento progresivo en los valores de estas tres variables ambientales,
mostrando los valores mas elevados al final del periodo de produccion (35
SDT; Fig. 3.4). Durante el tercer muestreo, las temperaturas en ambos
invernaderos excedieron el Optimo de crecimiento del tomate, el cual esta
definido entre 23 y 26°C (Maroto, 1995), coincidiendo con un aumento en los
valores de radiacion solar y DPV, por lo que en nuestro experimento (como
hemos indicado anteriormente) se podrian haber desencadenado ciertos
desérdenes metabdlicos y fisiologicos que afectaran a la produccion (Boyer,
1982). A pesar de que estas condiciones podrian inducir una situacion de
estrés abidtico en el interior de los invernaderos, no encontramos una
reduccion significativa en la produccion total de tomates cherry en ambos
invernaderos al final del periodo de estudio (35 SDT; Fig. 3.5.A). Sin embargo,
en el tercer muestreo se produjo un incremento en la produccion no-comercial
de frutos de tomate cherry en ambos invernaderos, y en el invernadero parral
se encontrd una reduccion significativa en la produccién comercial (Fig. 3.5).
Por ello, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
de produccion entre ambos invernaderos, en el invernadero multitinel se
observaron los valores mas elevados de produccion total y comercial, y mas
bajos de produccién no-comercial (Fig. 3.7), mostrandose una ganancia de
23.6 t ha™ de tomates cherry de calidad comercial en el invernadero multit(inel
durante tres afios en comparacion con el parral, que desde un punto de vista

agronomico supone un beneficio mas que evidente.

Este incremento en la produccion no-comercial al final del periodo
productivo, y mas concretamente en el invernadero parral, puede indicar la
posible presencia de un estrés abidtico producido por el aumento de la

temperatura, radiacion solar y DPV (Fig. 3.4), la cual podria desencadenar una
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serie de desordenes metabdlicos y fisiolégicos que pueden producir una
reduccion en la calidad nutricional de los frutos de tomate cherry.

La peroxidacion de lipidos es un indicador fiable de la presencia de un
estrés abidtico. En nuestro experimento, los resultados obtenidos indican que
tanto el contenido en MDA como la actividad LOX aumentaron durante el tercer
muestreo en ambos invernaderos (Tabla 3.1), siendo mas elevado en el
invernadero parral durante todo el periodo productivo, lo cual nos sugiere un
posible estrés oxidativo provocado por el incremento en las temperaturas,
radiacion solar y DPV. Ademas, al igual que la peroxidacion de lipidos, el
contenido en H,O, también aumento durante el tercer muestreo en ambos
invernaderos (Tabla 3.3), indicando un aumento en la actividad oxidativa. Ante
una situacion de estrés, el ascorbato es uno de los principales compuestos
involucrados en la respuesta antioxidante. Asi, observamos como la
concentracion de ascorbato total y ASA incrementd significativamente en el
tercer muestreo en ambos invernaderos (Tabla 3.2), coincidiendo con un ligero
incremento en el contenido en DHA en el invernadero parral. En el tercer
muestreo, la actividad de las enzimas SOD, CAT y APX incrementd
significativamente en los tomates cherry cultivados en ambos invernaderos
(Tabla 3.3), mostrandose la mayor actividad de las enzimas CAT y APX en los
tomates cherry cultivados en el invernadero parral (Tabla 3.3). Finalmente,
también se mostré un incremento significativo durante el tercer muestreo de
solutos osmoprotectores, como la prolina y los azucares reductores, y una
mayor degradacion de sacarosa en los tomates cherry en ambos invernaderos
(Fig. 3.8; Tabla 3.4), sugiriendo nuevamente la presencia de un estrés
ambiental en este periodo. Por tanto, la interpretacion conjunta de todos estos
datos nos indica la presencia de un posible estrés ambiental y el desarrollo de
mecanismos de defensa antioxidante, siendo mas acusado en el invernadero
parral mejorado y durante el tercer muestreo, provocado por la exposicion a las
condiciones ambientales desfavorables de elevada temperatura, radiacion solar
y DPV.

Otro capitulo que hemos tratado en este bloque y que se considera

determinante en el valor agronémico de este cultivo hace referencia a la calidad
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nutricional del fruto de tomate cherry, ya que como hemos descrito
anteriormente los tomates son beneficiosos para la salud humana gracias a su
elevado contenido en fitonutrientes y su capacidad antioxidante. Asi, durante el
tercer muestreo observamos en ambos invernaderos una disminucion en el
contenido de licopeno en los frutos de tomate cherry, mientras que se
incrementd el contenido de fenoles totales, flavonoides, antocianinas (sélo en el
parral), &cido ascorbico y capacidad antioxidante (FRAP, TEAC, DPPH y Poder
Reductor), siendo mas elevados en el invernadero parral durante todo el
periodo productivo (Tablas 4.1 y 4.2). El contenido de B-caroteno también
aumentoé en el invernadero multitinel durante el tercer muestreo (Tabla 4.1), lo
que indica un aumento en la oxidacion de licopeno a B-caroteno bajo estas
condiciones de estrés; sin embargo, ademas del aumento en la oxidacion de
licopeno a B-caroteno, en el invernadero parral también se podria haber
producido un aumento en la degradacion de B-caroteno que explicaria la
ausencia de un aumento significativo de este pigmento durante el tercer
muestreo (Tabla 4.1). Por tanto, y segun nuestros resultados, podemos definir
a estas condiciones de estrés provocadas por las elevadas temperaturas,
radiacion solar y DPV como las principales responsables del incremento en la
capacidad antioxidante y en fitonutrientes como el acido ascoérbico, fenoles
totales, flavonoides y antocianinas (este ultimo en el caso del invernadero
parral), producido como un posible mecanismo de respuesta fisiolégica de
aclimatacién a este tipo de estrés ambiental.

El sabor también es un parametro importante de gran demanda entre los
consumidores. Asi, observamos como bajo las condiciones de estrés ambiental
la concentracion de glucosa y fructosa en los frutos de tomate cherry alcanzé
sus valores mas elevados en ambos invernaderos, mientras que el contenido
en sacarosa decrecio, indicando una evidente degradacion de sacarosa (Tabla
4.3). Por otro lado, tanto la acidez valorable como los contenidos en &cido
citrico y acido malico fueron inferiores durante el tercer muestreo (Tabla 4.4).
Por tanto, con estos pardmetros comprobamos cdémo los tomates cherry
crecidos bajo condiciones de elevada temperatura, radiacion solar y DPV, y sin

encontrar diferencias entre ambos invernaderos, mostraron los valores mas
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elevados en relacion al indice de dulzor y del cociente azucares/acidos en
ambos invernaderos (Tabla 4.5), mostrando un sabor mas dulce y suave.

En conclusion, a pesar de no encontrar diferencias significativas en la
produccion de tomates cherry entre los dos invernaderos durante los tres
periodos de estudio, es importante destacar la pérdida de produccién comercial
en el invernadero parral mejorado al final del periodo productivo y la ganancia
de 23.6 t ha™ en el invernadero multittnel, lo cuél podria sugerir la ventaja
agronomica de este ultimo invernadero. Sin embargo, los valores mas elevados
de temperatura, radiacion solar y DPV durante todo el ciclo productivo que
desencadenaron las mayores condiciones de estrés ambiental (definido por los
valores mas elevados de los indicadores de estrés estudiados y de respuesta
antioxidante) en el invernadero parral mejorado provocaron una mayor calidad
nutricional en los frutos de tomate cherry, definida por un mayor contenido en
fenoles totales, flavonoides, antocianinas, ascorbato y una mayor capacidad
antioxidante, y por tanto una mayor importancia tanto en el consumo humano

con en la aceptabilidad en el mercado.
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Durante la realizacién del experimento observamos como en el primer
afo de cultivo (2003-2004) se produjeron las mayores condiciones de estrés
ambiental en el interior del invernadero parral mejorado, producido
principalmente por un notable incremento en la temperatura y en la radiacion
solar. Ya que existen muy pocos estudios especificos de cdmo estas variables
ambientales influyen sobre los mecanismos de respuesta al estrés en los frutos
de tomate, decidimos profundizar en las respuestas metabdlicas y fisiologicas
que se podrian haber desencadenado con motivo de esta situacion de estrés.
También es importante destacar que este estudio se centré en el exocarpo del
fruto de tomate cherry debido a su mayor exposicibn a las condiciones
ambientales externas, y a su elevado contenido en compuestos antioxidantes,
mucho mayor que en otras fracciones del fruto como son el mesocarpo y el
endocarpo. Por tanto, en este bloque los tres mecanismos de respuesta
estudiados fueron: el contenido en antioxidantes y el metabolismo del
ascorbato, el metabolismo de la prolina y la degradacion de los azucares, en
base a estudios que los relacionan con la resistencia de las plantas superiores

sometidas a condiciones de estrés ambiental.

Finalmente, debemos indicar que los tres capitulos que se desarrollan en
este blogue corresponden a las traducciones de tres articulos publicados en

revistas internacionales:

- Journal of the Science of Food and Agriculture 86, 1545-1551 (2006).
- The Journal of Horticultural Science and Biotechnology 82, 739-744 (2007).
- Scientia Horticulturae 113, 244-249 (2007).
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5. RESPUESTA ANTIOXIDANTE EN EL EXOCARPO DE TOMATE

5.1. INTRODUCCION.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta horticola anual de
amplia distribucion mundial y de elevado valor econdmico. Segun la FAO, el
tomate es el segundo vegetal mas cultivado en el mundo, después de la patata,
con una produccién anual de cerca de 10°t de tomate fresco en 3.7 x 10° ha en
todo el mundo, siendo China, EE.UU. y Turquia los paises con mayor
produccion (FAO, 2004). Ademas de su importancia econdémica, estudios
recientes demuestran los efectos beneficiosos para la salud humana a través
del consumo de tomate, gracias a su contenido en fitonutrientes como el
licopeno, B-caroteno, flavonoides, vitamina C y otros nutrientes esenciales.
Esta composicion es la principal responsable de su alta capacidad antioxidante,
tanto en tomate fresco como procesado (Beutner et al., 2001; Gahler et al.,
2003), y por lo tanto, de la reduccion en la aparicion de ciertos tipos de cancer
y de enfermedades cardiovasculares (Heber, 2000; Rao y Agarwal, 2000).

Los tomates constituyen la mayor fuente de licopeno, un carotenoide con
gran capacidad de eliminar los ROS, de acuerdo con los estudios realizados
por Rao et al. (1998) y por Toor y Savage (2005). El licopeno también es el
responsable del enrojecimiento del fruto, debido a la diferenciacion de los
cloroplastos a cromoplastos, por eso este carotenoide es muy importante con
respecto a la calidad nutricional final y de mercado de este producto horticola
(Dumas et al., 2003). Por lo tanto, diferentes trabajos han indicado que el grado
de calidad del tomate esté altamente relacionado con su contenido en licopeno
(George et al., 2003, Gautier et al, 2005). Otro carotenoide presente en los
frutos de tomate es el B-caroteno, aunque tiene una menor importancia que el
licopeno puesto que constituye solamente un 7% del contenido total de
carotenoides del tomate (Bilton et al., 2001). Los flavonoides, como las
antocianinas, también juegan un papel importante como compuesto
antioxidante, realizando funciones de proteccion frente el estrés oxidativo en
las plantas, actuando como un fotoprotector que absorbe la luz verde-
anaranjada del espectro visible y evitando asi la foto-oxidacion de las clorofilas
(Merzlyak y Chivkunova, 2000).
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Sin embargo, el antioxidante més efectivo de los diferentes productos
vegetales es el acido ascoérbico o vitamina C (Smirnoff, 1996). Este compuesto,
ademas de estar involucrado de forma directa en la eliminacion de ROS y en la
regeneracion de la vitamina E en las plantas (Asada, 1994), interviene en el
metabolismo celular y en el control del crecimiento (Navas y Gomez-Diaz,
1995), en la division celular (Kerk y Feldman, 1995), en la expansion de la
pared celular (Takahama y Oniki, 1994) y en la organogénesis (Joy et al.,
1988). En cuanto a su papel como antioxidante, el acido ascoérbico elimina
directamente el anion superéxido, y también el radical hidroxilo y el oxigeno
singlete, y reduce el perdxido de hidrégeno a agua mediante la reaccion de la
APX (Noctor y Foyer, 1998; Conklin y Barth, 2004).

Uno de los procesos fisioldgicos que pueden alterar o reducir de forma
importante la calidad nutricional y la actividad antioxidante de los diferentes
productos vegetales destinados al consumo humano es el estrés oxidativo. Los
factores ambientales que causan el estrés oxidativo incluyen la contaminacion
aérea (ozono y diéxido de azufre), la aplicacién de herbicidas, la presencia de
metales pesados, la sequia, la salinidad, la aparicion de lesiones, la luz UV, el
temperaturas extremas y la foto-inhibicion producida por una radiacion solar
excesiva (Buchanan et al., 2000; Apel y Hirt, 2004). De entre todos estos
factores, la temperatura y la radiacion solar son fundamentales en los
agrosistemas de cultivo intensivos, como los invernaderos, donde se desarrolla
la mayor parte del cultivo del tomate (Adams et al., 2001; Lee y Chen, 2002).
Aunque existen pocos estudios especificos de como estas variables
ambientales influyen sobre la actividad antioxidante en frutos de tomate, se
conoce que la exposicién a elevadas temperaturas da lugar a una disminucién
en la sintesis de licopeno y un aumento de su degradacion a [B-caroteno,
provocada por la presencia de ROS (Lee y Chen, 2002; Dumas et al., 2003;
Gautier et al., 2005). Ademas, se ha observado que el incremento en la
actividad LOX producido en estas condiciones va a conllevar ademas un
aumento en la peroxidacion de lipidos y, por tanto, la muerte celular y posterior
necrosis de los tejidos (Fu and Huang, 2001; Mittler, 2002). Por otro lado, y
especificamente en el exocarpo, se ha comprobado que el aumento de la

radiacion solar bloguea la acumulacion de licopeno, lo cual induce la formacién
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de zonas decoloradas, comunmente conocidas como “mancha solar”. Aunque
existe escasa informacion bibliografica al respecto, se sabe que la mancha
solar se manifiesta en el fruto maduro de tomate como anillos amarillo-
anaranjados que rodean la zona de abscision y responden a una reduccion de
la sintesis de licopeno o un aumento en la oxidacion de este compuesto a [3-
caroteno (Adegoroye y Jolliffe, 1983; Dumas et al., 2003). Esta fisiopatia es la
causa de importantes pérdidas para los productores y los consumidores
(Humauzu et al., 1998).

Por lo tanto, y considerando la importancia econémica y nutricional del
cultivo de tomate y sus productos alimentarios, en este trabajo se evaluo el
impacto de la temperatura y la radiacion solar sobre la actividad antioxidante, la
peroxidacién de lipidos y el metabolismo del acido ascérbico en los frutos de
tomate cherry. El estudio se centro en la fraccion exocarpica del fruto de tomate
debido a su elevado contenido en antioxidantes (como el licopeno), mayor que
en otras fracciones del fruto, como son el mesocarpo y el endocarpo (Dumas et
al., 2003; Toor y Savage, 2005). El objetivo final fue definir las condiciones
Optimas de temperatura y radiacion solar con el fin de proporcionar la mayor

calidad nutricional y produccion comercial de frutos de tomate cherry.

137



5. RESPUESTA ANTIOXIDANTE EN EL EXOCARPO DE TOMATE

5.2. MATERIAL Y METODOS.

5.2.1. Disefio experimental y condiciones de crecimi  ento.

Las semillas de tomate cherry (Solanum lycopersicum cv. Naomi) se
sembraron en bandejas planas (tamafio de celda 3 x 3 x 10 cm) rellenas con
una mezcla de turba y vermiculita 50% (v/v), y se mantuvieron en un semillero
durante 4 semanas. Transcurrido este tiempo, el 23 de Septiembre de 2004 las
plantulas se trasplantaron a un invernadero experimental tipo parral mejorado,
manteniendo el cultivo durante aproximadamente nueve meses. Tanto la
descripcion del invernadero parral mejorado como agronomia del cultivo se

encuentran explicados mas detalladamente en el apartado 3.2.

5.2.2. Muestreo de los frutos y medida de los param etros

ambientales.

Los frutos de tomate cherry se recogieron tres veces durante todo el
ciclo de cultivo: 7 Enero 2004 [85 dias después del transplante (DDT)], 22
Marzo 2004 (160 DDT) y 30 Mayo 2004 (229 DDT), fechas correspondientes
respectivamente a los periodos inicial, intermedio y final de la estacion de
cosecha, evitando asi la primera cosecha y el periodo final de senescencia de
las plantas. De las plantas se recogieron los tomates cherry de calidad
comercial y con el mismo estado de maduracion, descartando los frutos
dafiados y los verdes del final del racimo, los cuales fueron seleccionados
aleatoriamente en toda la superficie de cultivo de los invernaderos
experimentales. Una vez en el laboratorio fueron lavados tres veces con agua
destilada después de una desinfeccion con Decon 90 (Merck) al 1% (Wolf,
1982) y secadas con papel de filtro seco. Las muestras de tejido fresco de la
fraccion exocérpica de los frutos de tomate cherry se usaron para analizar los

parametros descritos mas abajo.

Durante todo el periodo de cultivo se realizaron medidas de temperatura

y radiacion solar, segun se describe en el apartado 3.2.4.
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5.2.3. Andlisis vegetal.

5.2.3.1. Pigmentos vegetales.

El contenido en licopeno, p-caroteno y antocianinas en el exocarpo de
los frutos de tomate cherry se determind segun se describe en los apartados
4221y4.223.

5.2.3.2. Peroxidacioén de lipidos.

Para la medida de la peroxidacion de lipidos en el exocarpo de los frutos
de tomate cherry se realizaron los métodos descritos anteriormente en el
apartado 3.2.6.1.

5.2.3.3. Metabolismo del ascorbato.

El ASA, DHA y ascorbato total (ASA+DHA) se determinaron como se

describe en el apartado 3.2.6.2.

La cuantificacion del contenido en H>O, se realizé de acuerdo al método
presentado en el apartado 3.2.6.3.

El ensayo de la enzima APX se encuentra explicado anteriormente en el
apartado 3.2.6.4.

La extraccion de las enzimas dehidroascorbato reductasa (DHAR, EC
1.8.5.1) y monodehidroascorbato reductasa (MDHAR, EC 1.6.5.4) se realizo
mediante una homogenizacion de 0.2 g de exocarpo de tomate cherry en el
siguiente tampon de extraccion: 100 mM tampon fosfato potésico pH 7.0, 0.1
mM EDTA-Na,, 1 mM PhenylMethaneSulfonyl Fluoride (PMSF), 1 mL Tritdn-X-
100 al 0.5% y PVPP al 5% (w/v). Después se procedio a la centrifugacion de
las muestras a 9500 rpm durante 20 min.
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La determinacién de la actividad DHAR se realiz6 segun el método
descrito por Miyake y Asada (1992) con algunas modificaciones. Para ello, se
realiz6 una mezcla de reaccion que contenia 50 mM de Heppes-Na/KOH pH
7.0, 0.1 mM EDTA-Na, 2.5 mM glutation reducido y 0.2 mM DHA. La reaccion
enziméatica se inicio al afadir 0.15 mL de extracto enzimatico a la mezcla de
reaccion, y se midié el cambio de absorbancia a 265 nm (¢ = 7.0 mM™ cm™). El

resultado se expresé en pmol DHA reducido g™ PF min™.

Para el ensayo de la actividad MDHAR se utilizé el método basado en
Foyer et al. (1989), en el cuél se realiz6 una mezcla de reaccién que contenia
100 mM Heppes/KOH pH 7.6, 80 U ascorbato oxidasa, 2.5 mM acido ascoérbico
y 0.025 mM NADPH. Para iniciar la reaccion se afiadié 0.3 mL del extracto
enzimatico y se registré el cambio de absorbancia a una longitud de onda de
340 nm (g = 6.22 mM™* cm™). Los resultados se expresaron como nmol NADPH

oxidados g™* PF min™.

La actividad de la enzima ascorbato oxidasa (AO) se realiz6 de acuerdo
a una version modificada del método de Garcia-Pineda et al. (2004), basado en
la medida del ascorbato reducido a 265 nm. Para la extraccion de la enzima se
homogenizaron 0.2 g de exocarpo en 5 mL del siguiente tampdn de extraccion:
20 mM tampon fosfato potasico pH 5.6, 0.5 mM PMSF y PVPP al 5% (w/v). Las
muestras se agitaron y se mantuvieron en hielo durante 20 min, agitandolas
cada 2 min, y pasado este tiempo se centrifugaron a 11.200 rpm durante 5 min,
filtrando y conservando el sobrenadante a 4°C. Por otro lado, para medir la
actividad AO asociada a la pared celular, el precipitado obtenido en la
centrifugacion se lavo dos veces con el tampén de extraccion (5 mL + 5 mL) y
se resuspendié en 5 mL del siguiente tampon: 20 mM fosfato potasico pH 5.6,
0.5 mM PSMF y 1M Cl,Ca. Posteriormente, se mantuvo 20 min a 4°C agitando
cada 2 min y se centrifugd a 11.200 rpm durante 5 min. Para la determinacion
de las actividades AO tanto citosélica como de la pared celular, se realiz6 el
siguiente ensayo: 0.3 mL de extracto enzimético y 2 mL de una mezcla de
reaccion consistente en: tampén 0.025 M citrato-0.05 M fosfato sédico a pH
5.6, 0.089 mM é&cido ascoérbico, 0.02 mM EDTA-Na, y 0.015% BSA.

Finalmente, se midié la disminucién de absorbancia a 265 nm, con un
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coeficiente de extincion de 9246 M™ cm™, y los resultados se expresaron como
nmol ASA oxidado g* PF min™.

5.2.3.4. Actividad antioxidante.

Los dos ensayos de actividad antioxidante FRAP y DPPH se

determinaron segun los métodos descritos en los apartados 4.2.2.5y 4.2.2.6.

5.2.3.5. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA)
y las diferencias entre las medias de los tres muestreos se compararon
mediante el test de rango multiple de Duncan (DMRT; P < 0.05). Ademas, las
medias han sido comparadas mediante el test de diferencias significativas
minimas de Fisher (LSD). Los niveles de significacion se han representado
mediante 0OP < 0.05, [TIP < 0.01, [TTIP < 0.001, y NS, no significativo.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.3.1. Descripcion de la temperatura y la radiacion solar y sus

efectos sobre la produccion.

Durante el periodo de estudio, los valores de temperatura maxima del
aire en el interior del invernadero se incrementaron en el tercer muestreo (229
DDT) (Fig. 5.1.A). Sin embargo, aunque las temperaturas minimas variaron
poco a lo largo del ciclo productivo del fruto, si se observd un ligero incremento
al final del periodo productivo (Fig. 5.1.A). Al final del ciclo de produccién la
temperatura del interior del invernadero excedio el éptimo para el crecimiento
del tomate, que esta definido entre 23 y 26°C (Maroto, 1995), y por tanto en
nuestro experimento, se podrian haber desencadenado ciertos desordenes
metabdlicos y fisioldgicos, que afectaria también a la produccion de frutos
(Boyer, 1982). Otra variable ambiental vital para el crecimiento éptimo y para el
desarrollo de los cultivos en invernadero es la radiacion solar (Adegoroye y
Jolliffe, 1983; Berninger, 1989). Los datos muestran un incremento progresivo a
lo largo del periodo productivo mostrando los valores mas elevados al final de
dicho periodo, durante el tercer muestreo de la cosecha (229 DDT; Fig. 5.1.B).

En relacion a la produccion comercial, a pesar de que las condiciones
ambientales de temperatura y radiacion solar en el interior del invernadero
podrian inducir la aparicion de un estrés abibtico, en nuestro trabajo no
observamos variaciones significativas en ninguno de los muestreos (Fig. 5.2).
De hecho, nuestros resultados se oponen a los resultados de Rainwater et al.
(1996) y de Adams et al. (2001), quienes obtuvieron pérdidas de produccion en

las plantas de tomate cuando la temperatura del aire superé los 26°C.
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Figura 5.1. Valores de temperaturas maximas y minimas y de radiacion solar global
recogidos en el interior del invernadero parral mejorado en el primer ciclo de cultivo
(periodo 2003-2004). (DDT, dias después del transplante).
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Figura 5.2. Produccion comercial de frutos de tomate cherry en los tres periodos de
produccion muestreados en el invernadero parral durante el primer ciclo de cultivo
(periodo 2003-2004). (DDT, dias después del transplante).
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5.3.2. Efecto de la temperatura y la radiacién sola r sobre el

contenido en antioxidantes y la peroxidacion de lip idos.

Como hemos indicado en la introduccion, los carotenoides como el [3-
caroteno y principalmente el licopeno resultan esenciales para evaluar la
calidad nutricional del fruto de tomate dada su actividad antioxidante (Toor y
Savage, 2005). Al contrario que la produccion, tanto el licopeno como el B-
caroteno se vieron afectados por las variaciones de temperatura y radiacion
solar en el invernadero, presentandose una disminucion significativa en sus
contenidos al tercer muestreo (229 DDT, Tabla 5.1). Nuestros resultados son
similares a los obtenidos en otros estudios realizados en frutos de tomate,
como en el caso de los tomates cherry, donde se ha comprobado que a partir
de 32°C se produjo una degradacion de licopeno, presentandose su maximo
contenido en frutos entre 17 y 26°C (Dumas et al.,, 2003). Respecto al
contenido y sintesis de B-caroteno se ha demostrado que se produce una
inhibicion y por tanto una reduccion de este pigmento a partir de 40°C (Gautier
et al., 2005). Por otro lado, la radiacion solar también tiene un fuerte efecto
sobre el contenido de carotenoides. Asi, la exposicion de los frutos de tomate a
una radiacién solar intensa induce el sobrecalentamiento de su superficie,
inhibiéndose la sintesis de carotenoides e induciendo la formacion de zonas de
coloracion defectiva, mas conocidas como mancha solar (Dumas et al., 2003).
Por lo tanto, la reduccion en el contenido tanto de licopeno como de B-caroteno
en la fraccion exocarpica de frutos de tomate cherry a los 229 DDT (Tabla 5.1),
donde se presentan los méaximos valores de temperatura y radiacion solar (Fig.
5.1), puede explicar la formacion de frutos con zonas de coloracion defectiva o
mancha solar, produciéndose esta fisiopatia en el 70% de todos los frutos en
este periodo (datos no mostrados). Finalmente, de acuerdo con otros estudios
(Dumas et al., 2003; Toor y Savage, 2005), en nuestro experimento la
concentracion de estos carotenoides en las fracciones mesocarpica y
endocéarpica fueron mas bajas que aquellas presentes en el exocarpo, aunque
estas fracciones registraron un descenso en las concentraciones de licopeno y

B-caroteno en el tercer muestreo (datos no mostrados).
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Tabla 5.1. Contenido en pigmentos antioxidantes en la fraccion exocarpica de frutos

de tomate cherry en tres estadios productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

Licopeno B-caroteno Antocianinas

(ug g™ PF) (Mg g ™ PF) (abs g™ PF)
M1 (85 DDT) 19.8a" 7.37a 0.026 a
M2 (160 DDT) 17.1a 7.66 a 0.026 a
M3 (229 DDT) 121 b 5.76 b 0.023 a
P-valor® O O NS
LSDo,0s 4.24 1.24 0.007

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.

Otro grupo de compuestos que actla como antioxidantes vy
fotoprotectores frente a diferentes tipos de estreses ambientales son las
antocianinas (Merzlyak y Chivkunova, 2000). La relacion entre el contenido en
antocianinas y la temperatura del aire ha sido analizada recientemente por Pan
et al. (2004), quienes observaron una reduccion progresiva en el contenido de
estos flavonoides en frutos frescos a temperaturas que variaban de 30 a 45°C.
Ellos consideraron que esto explicaria la aparicion de un dafio oxidativo. En
nuestro trabajo, el contenido en antocianinas de la fraccion exocarpica de frutos
de tomate cherry permanecié constante durante todo el periodo productivo
(Tabla 5.1), independientemente de las variaciones de temperatura y radiacion

solar recogida en el interior del invernadero.

Bajo condiciones de estrés ambiental, la generacion de ROS es la
responsable de la aparicion de dafios inducidos en las macromoléculas y
finalmente en la estructura celular (Mittler, 2002). El andlisis de la peroxidacion
de lipidos expresado como actividad LOX y contenido en MDA indica la
prevalencia y activacion de los ROS en los tejidos como consecuencia de un
estrés oxidativo (Fu y Huang, 2001). Nuestros resultados indican que tanto la
actividad LOX como el contenido en MDA aumentaron en el tercer muestreo en
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el invernadero, coincidiendo con los valores mas elevados de temperatura y
radiacion solar (Tabla 5.2). Este incremento en la peroxidacién de lipidos a los
229 DDT indica claramente la existencia de un estrés oxidativo, provocado por
la altas temperaturas y la fuerte radiacion solar, el cual puede explicar la
reduccion en el contenido de carotenoides como el licopeno y el B-caroteno, y
por tanto la aparicion de mancha solar. En definitiva, los valores de temperatura
y radiacion solar alcanzados durante el tercer muestreo en el invernadero
causaron una reduccion importante en la calidad nutricional de los frutos
tomate cherry, puesto que el contenido de los antioxidantes licopeno y B-
caroteno disminuyé significativamente en el exocarpo (Tabla 5.1), con un
aumento significativo en la peroxidacion de lipidos (Tabla 5.2). Sin embargo,
esto no afecto a la produccion comercial de frutos obtenida durante el ciclo de
cultivo (Fig. 5.2). Por tanto, segun nuestros resultados el desarrollo del cultivo
de tomate cherry en invernaderos mejorados tecnolégicamente capaces de
mantener unos niveles optimos de temperatura y radiacion solar (en nuestro
trabajo representado a los 160 DDT) podria limitar la reduccién del contenido
en carotenoides y asi mejorar la calidad nutricional, particularmente al final del

periodo productivo de este cultivo.

Tabla 5.2. Peroxidacion de lipidos en la fraccion exocarpica de frutos de tomate cherry

en tres estadios productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

MDA LOX
(mol Kg ™ PF) (UKg™ PF)
M1 (85 DDT) 80.7 b' 23.2b
M2 (160 DDT) 76.3 b 24.4b
M3 (229 DDT) 104.9 a 36.7 a
P-valor? O (1]
LSDo.0s 16.5 6.61

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(IJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.
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5.3.3. Efecto de la temperatura y la radiacién sola r sobre el

metabolismo del acido ascoérbico.

En plantas superiores, el ascorbato tiene una mayor importancia que los
compuestos antioxidantes discutidos anteriormente. Este compuesto esta
involucrado de forma directa en la eliminacion de los ROS a traves del ciclo
ascorbato/glutation o ruta de Halliwell-Asada (Halliwell y Gutteridge, 1989), y
por lo tanto su metabolismo es determinante en las respuestas de adaptacion a
diferentes tipos de estrés. El compuesto principal de este ciclo es el ASA, que
es capaz de inactivar directamente el H,O, generando monodehidroascorbato
(MDHA) mediante la enzima APX. Este MDHA puede regenerar directamente a
ASA gracias a la actuacion de la enzima MDHAR o bien puede transformarse
de forma espontanea en DHA que es reducido por la DHAR produciendo ASA
(Asada, 1994; Foyer y Noctor, 2005). Por otro lado, el ASA puede ser
transportado hacia el apoplasto, lugar donde se encuentra la enzima ascorbato
oxidasa (AO), la cual produce MDHA y DHA. Este DHA es entonces
transportado al citoplasma y vuelve a ser reducido a ASA gracias a la actuacion
de la enzima DHAR (Foyer y Noctor, 2005; Green y Fry, 2005).

En la Tabla 5.3 se muestran los valores de las diferentes formas de
ascorbato asi como la actividad de las diferentes enzimas encargadas de su
oxidacion y regeneracion a su forma reducida. Como se refleja en esta tabla, la
concentracion de ascorbato total incrementd significativamente en el tercer
muestreo respecto al resto de los muestreos (Tabla 5.3), debido a que el DHA
incrementd en el dltimo muestreo y la forma reducida ASA permanecio
constante en los tres muestreos de tomate realizados durante el ciclo
productivo de esta planta (Tabla 5.3). En el mesocarpo y endocarpo de los
frutos de tomate cherry se obtuvieron unos datos similares a los descritos en el
exocarpo, aunque las concentraciones en las diferentes formas de ascorbato
fueron mas bajas (datos no mostrados). La acumulaciéon de DHA en el tercer
muestreo también coincide con un incremento en las concentraciones de H,0,
en el exocarpo de los frutos (Tabla 5.3), el cual podria haber sido causado por

el estrés, explicando en cierta medida el incremento en las actividades APX y
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Tabla 5.3. Formas del acido ascoérbico y concentracion de H,O, en la fraccién
exocarpica de los frutos de tomate cherry en tres estadios diferentes del periodo de

produccion de frutos.

Ascorbato total ASA DHA H,0,
(mmol g * PF) (mmolg *PF)  (mmolg “PF)  (umolg™PF)
M1 (85 DDT) 2.72b" 2.23a 0.49b 60.9 b
M2 (160 DDT) 3.12 ab 201a 1.11a 51.1b
M3 (229 DDT) 3.72a 217 a 1.55a 72.7a
P-valor® O NS ™ HE]
LSDo.0s 0.90 0.44 0.53 11.2

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [LJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.

MDHAR, las cuales participan en su detoxificacion (Tabla 5.4). Por
consiguiente, el incremento en la oxidacion de ascorbato durante el tercer
muestreo se explica claramente por el aumento en las actividades APX y AO
en este periodo (Tabla 5.4). Por el contrario, la regeneracion del ASA a partir
del DHA fue inhibido en el tercer muestreo puesto que la actividad encargada
de este proceso (DHAR) disminuyd significativamente en este muestreo (Tabla
5.4). Sin embargo, entre el segundo y tercer muestreo, detectamos un aumento
en la actividad MDHAR, la cual podria colaborar en la regeneracion del ASA a
los 229 DDT (Tabla 5.4). Los resultados obtenidos muestran un incremento en
la actividad de las enzimas APX y AQO, y por lo tanto una acumulacién de DHA,
lo cudl indica la presencia de condiciones de estrés en el tercer muestreo,
produciendo asi una induccién en el proceso de detoxificacion de ROS (Jin et
al., 2003). Sin embargo, la reduccion en la regeneracion del ASA por las
enzimas DHAR y MDHAR a los 229 DDT podria perjudicar la capacidad de
adaptacion de los frutos a las elevadas temperaturas y fuerte radiacion solar
existentes en el invernadero parral durante el tercer muestreo. En definitiva, la

oxidacion aumentada de ASA por parte de la APX en la fraccion exocarpica de
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Tabla 5.4. Formas del acido ascoérbico y concentracion de H,O, en la fraccién
exocarpica de los frutos de tomate cherry en tres estadios diferentes del periodo de

produccion de frutos.

APX DHAR MDHAR AO
M1 (85 DDT) 0.61b" 6.26 a 85.4 a 0.35b
M2 (160 DDT) 0.68 ab 1.60 b 34.0c 0.31b
M3 (229 DDT) 0.78 a 1.34b 60.9 b 0.43 a
P-valor? O HEN| 0 11
LSDo,0s 0.11 1.595 20.8 0.05

Actividad APX expresada como pmol ASA oxidado g'l PF min™; actividad DHAR expresada
como pmol DHA reducido g™* PF min™; actividad MDHAR expresada como nmol NADH oxidado
g PF min; actividad AO expresada como nmol ASA oxidado g™ PF min™.

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.

*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.

frutos de tomate bajo condiciones de estrés ambiental durante el tercer
muestreo podria constituir una respuesta eficaz que evitaria la aparicion de un
importante dafio oxidativo. Esto podria explicar la ausencia de variaciones en la
produccion comercial de tomates durante el ciclo productivo (Fig. 5.2). Sin
embargo, la minima regeneracion del DHA bajo condiciones de estrés podria
haber causado un cierto dafio, como la degradacion de carotenoides (licopeno
y B-caroteno) y por tanto de la aparicion de mancha solar y disminucion de la
calidad nutricional y comercial. Finalmente, a pesar de la minima reduccion del
DHA a partir de las enzimas DHAR y MDHAR en el tercer muestreo, las
concentraciones de ASA fueron similares a los tres muestreos realizados
(Tabla 5.3). Aunque es necesaria mas investigacion al respecto, bajo
condiciones de estrés ambiental la disminucion en las actividades DHAR y
MDHAR desencadenaria en la planta un mecanismo alternativo de respuesta
donde se induciria la sintesis de novo de ASA a partir de sus precursores (D-
glucosa-6P; Wheeler et al., 1998). En nuestro trabajo, esta respuesta explicaria

que en el tercer muestreo, a pesar del incremento en la actividad APX y la
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disminucién en las actividades DHAR y MDHAR, se mantengan constantes los
niveles de ASA.

Finalmente, el aumento en la capacidad de detoxificacion de ROS en la
fraccidn exocarpica de los frutos de tomate cherry a los 229 DDT se comprueba
al analizar diferentes ensayos de actividad antioxidante. En la Tabla 5.5, tanto
el test de actividad antioxidante mediante el método FRAP como el test de
efecto detoxificador de ROS mostraron sus maximos valores durante el tercer
muestreo, coincidiendo con las condiciones mas estresantes de temperatura y
radiacion solar dentro del invernadero parral. Recientemente, gran cantidad de
trabajos estan relacionando este tipo de ensayos con la calidad nutricional y
beneficios para la salud de los diferentes productos agricolas destinados al
consumo humano (Gahler, 2003; Toor y Savage, 2005). En este estudio, la
utilizaciébn de esta relacion no seria adecuada ya que el aumento de la
actividad antioxidante en el tercer muestreo segun los tests realizados se
deberia principalmente al incremento de la oxidacion del ASA por parte de la
APX, como indicamos anteriormente, y no al aumento de compuestos
antioxidantes, como el licopeno, que resulta esencial para evaluar la calidad

nutricional de los frutos de tomate cherry.

Tabla 5.5. Ensayos de actividad antioxidante en la fraccidon exocarpica de los frutos de

tomate cherry en tres estados diferentes del periodo de produccion de frutos.

FRAP DPPH
(umol g " PF) (% g™ PF)
M1 (85 DDT) 30.7 b" 422c
M2 (160 DDT) 34.6 b 60.9 b
M3 (229 DDT) 44.6 a 82.6 a
P-valor? HN (111
LSDo.0s 8.27 7.23

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [IJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.
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5.3.4. Conclusion.

En definitiva, en los frutos de tomate cherry sometidos a una
temperatura maxima elevada y una fuerte radiacion solar (Fig. 5.1) se produjo
un aumento de la peroxidacion de lipidos y una disminucién en el contenido de
carotenoides (como el licopeno) en la fraccion exocarpica, a pesar de que la
oxidacion del ASA por la actividad APX incrementd bajo estas condiciones.
Posiblemente, la regeneracion inhibida del DHA por las enzimas DHAR y
MDHAR en el ciclo ascorbato/glutation en este experimento resulte un paso
clave para evitar la disminucién en el contenido de antioxidantes y por tanto en
la mejora o mantenimiento de la calidad nutricional de estos frutos bajo

condiciones experimentales de estrés ambiental.
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6. METABOLISMO DE LA PROLINA EN EL EXOCARPO DE TOMATE

6.1. INTRODUCCION.

La temperatura y la radiacion luminosa son las variables ambientales
externas que pueden limitar severamente la productividad y la calidad
nutricional de un cultivo (Kuznestov y Shevyakova, 1997; Adams et al., 2001).
Uno de los mecanismos de respuesta ante estas situaciones de estrés
ambiental es la acumulacién de solutos compatibles, como es el caso de la
prolina (Hare et al.,, 1999; Ruiz et al.,, 2002; Rivero et al., 2004; Claussen,
2005). La prolina juega un papel importante en la respuesta al estrés, ya que
protege a la estructura de las proteinas contra la desnaturalizacion, estabiliza
las membranas celulares mediante interaccion con los fosfolipidos, actia como
detoxificador de radicales hidroxilo, y también puede ser usada como fuente de

energia y de nitrogeno (Hare et al., 1999; Claussen, 2005).

En las plantas superiores, la prolina puede ser sintetizada a partir de
glutamato o de ornitina (Bryan, 1990). En la ruta biosintética en la que
interviene el glutamato, la prolina esta catalizada mediante una enzima
bifuncional, la A'-pirrolin-5-carboxylato sintetasa (P5CS). Por otro lado, la
principal enzima encargada de la sintesis de prolina a partir de ornitina es la
ornitina aminotransferasa (OAT; Delauney y Verma, 1993). Ademas del
proceso biosintético, la acumulacién de la prolina depende también de su
degradacion, la cudl esta catalizada por la enzima mitocondrial prolina
deshidrogenasa (PDH; Hare et al., 1999). Un incremento en la acumulacion de
prolina en plantas sometidas a estrés podria ser causado por: una degradacion
de proteinas (Becker y Fock, 1986), una inhibicion de la sintesis proteica
(Dhindsa y Cleland, 1975), un descenso en el transporte de amidas y
aminoacidos a los sumideros (Tully et al., 1979), o una inhibicion del desarrollo

foliar (Davies y van Volkenburg, 1983).

La acumulacion de prolina en situaciones de estrés podria estar
provocado por: (i) un incremento en la sintesis de prolina, inducido por un
aumento en la actividad de la enzima P5CS y/o OAT (Sanchez et al., 2001;

Ruiz et al., 2002; Rivero et al., 2004); (ii) una reduccion en su degradacion
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debido a una menor actividad PDH (Ruiz et al. 2002; Rivero et al., 2004;
Claussen, 2005); (iii) una degradacion de proteinas ricas en prolina e
hidroxiprolina, una reduccion en la sintesis de proteinas, o un descenso en el
uso de prolina para la sintesis proteica (Chaitanya et al., 2001; Claussen,
2005).

En algunos trabajos, se ha estudiado el efecto de las altas temperaturas
sobre la acumulacion de prolina en algunas especies vegetales. En algodén, la
acumulacion de proteinas solubles y de prolina en hojas se consider6 como un
componente de adaptacion importante en la tolerancia al estrés por calor
(Ashraf et al., 1994). Similarmente, en plantas de cebada sometidas a
temperaturas elevadas (42°C) también se registréo un fuerte incremento en la
acumulacion de prolina (Georgieva et al., 2003). Recientemente, Rivero et al.
(2004) demostraron que, en plantas de tomate sometidas a condiciones de
estrés por calor (35°C), se produjo un aumento significativo en el contenido de
prolina en las hojas con respecto a la temperatura Optima de crecimiento
(25°C). Esto fue debido principalmente a la induccion de las principales
enzimas que participan en su sintesis (P5CS y OAT) asi como a una inhibicion
de la enzima responsable de su degradacion (PDH), causando una
estimulacién general de la maquinaria de resistencia al estrés en la planta. Sin
embargo, no se han realizado estudios en relacion al metabolismo de la prolina

en frutos expuestos a condiciones de estrés abidtico.

Como ya hemos comentado en capitulos anteriores, las elevadas
temperaturas y la fuerte radiacion solar en el interior del invernadero puede
desencadenar en los frutos de tomate cherry una situacion de estrés oxidativo,
debido a la generacion de ROS. Como resultado se produce un aumento en la
peroxidacion de lipidos, medido como contenido en MDA y actividad LOX, que
pueden desencadenar la muerte celular y posterior necrosis en los tejidos del
fruto (Fu y Huang, 2001; Mittler, 2002). Por tanto, debe existir algin mecanismo
qgue contribuya a la reduccion en la formacion de ROS, ya que no se produce
esa necrosis celular en el fruto, pero si una fisiopatia comiunmente conocida

como mancha solar.
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En el capitulo anterior, observamos bajo estas condiciones de estrés una
induccidn en los mecanismos de respuesta antioxidante en los frutos de tomate
cherry, un incremento en la actividad antioxidante mediante dos ensayos
(FRAP y DPPH) y en la actividad de las enzimas de el ciclo ascorbato/glutation.
En este estudio, se define a la fraccidon exocarpica de los frutos de tomate
cherry como la zona mas expuesta a las condiciones de estrés ambiental, mas
que en las demas fracciones del fruto (como el mesocarpo y el exocarpo), y la
de mayor importancia en relacion a la calidad nutricional de los tomates cherry.
En base a estudios que demuestran que solutos osmoprotectores como la
prolina son capaces de detoxificar ROS mediante la formacion de un complejo
estable con ellos, e inhibiendo asi la peroxidacion de lipidos (Hong et al., 2000),
el incremento en la sintesis de prolina podria aumentar la resistencia a estas

condiciones de estrés en el fruto de tomate cherry.

Por tanto, el principal objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de
las altas temperaturas y radiacion solar sobre el metabolismo de la prolina en la
fraccion exocarpica del fruto de tomate cherry, para asi determinar si esta ruta
metabdlica podria utilizarse para seleccionar o generar plantas mas resistentes

a estas condiciones de estrés.
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6.2. MATERIAL Y METODOS.

6.2.1. Disefio experimental y condiciones de crecimi  ento.

Toda informacion relacionada con la descripcion del area de ensayo y
del invernadero experimental, la agronomia del cultivo, la caracterizacion
microclimatica y los muestreos de los frutos se encuentra bien detallada en el

apartado 5.2.

6.2.2. Analisis vegetal.

6.2.2.1. Prolina.

La concentracion de prolina libre se cuantific6 segun el procedimiento

descrito en el apartado 3.2.6.5.

6.2.2.2. Metabolismo de la prolina.

Para la extraccion y el ensayo de las actividades P5CS, OAT y PDH, la
fraccion exocarpica de los frutos de tomate cherry se homogenizé en un
tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, que contenia MgCl, 7 mM, KCI 0.6 M, EDTA 3
mM, 1 mM DTT y PVPP 5% (p/v). El homogenizado fue filtrado y centrifugado a
10.000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se usé para la
determinacion de las actividades P5CS, OAT y PDH.

El ensayo de la actividad P5CS se realiz6 de acuerdo con el método
propuesto por Zhang et al. (1995). La mezcla de reaccion (con un volumen final
de 0.5 mL) contenia 50 mM L-glutamato, 20 mM Mg Cl,, 10 mM ATP, 100 mM
hidroxamato-HCI y 50 mM Tris. La reaccion se inicio por la adicion de 0.5 mL
del extracto enzimatico. Después de 5 min de incubacion a 37°C, la reaccién se
pard por la adicion de 0.5 mL de una solucion que contenia FeCl; 2.5% y é&cido

tricloroacético 6%, en 100 mL de 2.5 M CIH. La concentracion de P se
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determiné usando el método de verde malaquita (Geladopoulus et al., 1991).

Los resultados obtenidos se expresaron como pmol P mg™ proteina min™.

El ensayo de la actividad PDH se llevo a cabo mediante la reduccion de
NAD* a 340 nm (¢ = 6.3 mM™ cm™). La mezcla de reaccién contenia tampén
0.15 M Na,COz-HCI (pH 10.3), 15 mM L-prolina y 1.5 mM NAD" (Miller y
Stewart, 1976). Los valores resultantes se expresaron como pmol NAD*

reducido mg™ proteina min™.

La actividad OAT se ensayo6 siguiendo el método propuesto por Charest
y Phan (1990), donde la mezcla de reaccion contenia tampén 0.2 M Tris-KOH
pH 8.0, 5 mM ornitina, 10 mM a-cetoglutarato y 0.25 mM NADH, todo en un
volumen final de 2 mL. La actividad OAT se calculd siguiendo el descenso de la
absorbancia a 340 nm (¢ = 6.3 mM™ cm™) después del inicio de la reaccién por
la adicion de 0.4 mL de extracto enzimatico. Los resultados fueron expresados

como nmol NADH oxidado mg™* proteina min™.

Todas las actividades enziméticas se expresaron en funcién de la
cantidad de sustrato oxidado o reducido (mg de proteina)* (min)t. La
concentracion de proteinas presente en el extracto enzimatico se determind

mediante el método de Bradford (1976) usando BSA como estandar.

6.2.2.3. Cuantificacion de aminoacidos y proteinas

Los aminoacidos y proteinas solubles se determinaron después de una
homogenizacion de las fracciones del fruto en tampén 50 mM KH,PO4 pH 7.0y
posterior centrifugacibn a 10000 rpm durante 15 min. El sobrenadante
resultante se uso6 para la determinacion de los aminoacidos solubles mediante
el método de la ninhidrina (Yemm y Cocking, 1955), frente a una curva patron
de glicina, donde el contenido en amino&cidos se expresé como mg glicina g™
PF. La cantidad de proteinas solubles se midi6 utilizando el reactivo de
Bradford (Bradford, 1976) y se expresé como mg proteina g* PF, usando BSA

como estandar.
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6.2.2.4. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA)
y las diferencias entre las medias de los tres muestreos se compararon
mediante el test de rango multiple de Duncan (DMRT; P < 0.05). Ademas, las
medias han sido comparadas mediante el test de diferencias significativas
minimas de Fisher (LSD). Los niveles de significacion se han representado
mediante 0OP < 0.05, [(TIP < 0.01, [TTIP < 0.001, y NS, no significativo.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Por lo general, el amino&cido prolina se acumula en las plantas durante
la adaptacion a varios tipos de estrés ambiental como la sequia, salinidad,
temperaturas extremas, intensidad de luz excesiva y deficiencia de nutrientes
(Delauney y Verma, 1993; Hare et al., 1999; Claussen, 2005). El aumento de la
radiacion solar y la temperatura al final de la cosecha en nuestro experimento
podrian desencadenar una serie de mecanismos de defensa antioxidante
contra el estrés, incluyendo la acumulacion de solutos compatibles como la
prolina (Rivero et al., 2004). En la Tabla 6.1 se observa como el contenido de
prolina en los tomates cherry aumenté en el tercer muestreo, sugiriendo
nuevamente la presencia de estrés en los tejidos vegetales (Ruiz et al., 2002;
Claussen, 2005), y mas especificamente bajo estrés luminico y térmico por
calor (Georgieva et al., 2003; Rivero et al.,, 2004). Ademas, es importante
resaltar que el contenido mas elevado de prolina se encontrdé en la fraccién
exocarpica, que como comentamos en el capitulo anterior también presento la
mayor peroxidacion de lipidos en los frutos de tomate cherry. Esto sugiere que
la zona superficial del fruto es mas sensible al incremento en la temperatura y
radiacion solar producida en el interior del invernadero parral, resultando en la
aparicion de zonas decoloradas comunmente conocidas como machas solares
y que causan pérdidas draméticas tanto a los productores como a los

consumidores (Adegoroye y Jolliffe, 1983).

La acumulacion de prolina bajo condiciones de estrés se puede producir
por la induccién o la activacion de las enzimas de biosintesis de la prolina
(P5CS u OAT), por la reduccion de la oxidacion de prolina a glutamato (PDH),
por un bajo uso de prolina en la sintesis de proteinas, o por un aumento de la
degradacion de proteinas (Delauney y Verma, 1993; Claussen, 2005). En
general, la acumulacion de prolina en respuesta a diversos tipos de estrés se
correlaciona con la activacion transcripcional de los genes que codifican la
P5CS, enzima reguladora y limitante en esta ruta biosintética (Hayashi et al.,
2000). La Tabla 6.1 muestra que las actividades P5CS y OAT fueron mas

elevadas en el tercer muestro (229 DDT), coincidiendo con el aumento de la
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temperatura y la radiacion solar en el interior del invernadero (Fig. 5.1). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Rivero et al. (2004), que
observaron una activaciéon de ambas vias de sintesis, representada tanto por la
enzima P5CS como por la OAT en las hojas de tomate sometidas a estrés por
calor (35°C), usando condiciones muy similares a las del experimento actual.
Sin embargo, bajo otros tipos de estrés se obtuvieron diferentes respuestas,
inhibiéndose una de las rutas. Asi, Sanchez et al. (2001) demostraron una
reduccion en la actividad P5CS y un incremento en la actividad OAT en plantas
de judia bajo dosis de deficiencia y exceso de nitrégeno. Otros resultados
similares fueron los obtenidos por Ruiz et al. (2002) en plantas de judia
sometidas a un choque de frio, donde la actividad OAT aumento

significativamente y la actividad P5CS disminuy®.

Tabla 6.1. Contenido en prolina y actividad de las enzimas responsables de la sintesis
de prolina (P5CS y OAT) y de su oxidacién (PDH) en el exocarpo de tomate cherry en

tres periodos productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

Prolina P5CS OAT PDH
M1 (85 DDT) 1.76 b 23.8b 0.26 b 25.8b
M2 (160 DDT) 1.56 b 29.1b 0.26 b 31.8b
M3 (229 DDT) 2.39a 50.8 a 0.58 a 53.8 a
P-valor? [l 11 1] 0
LSDo,0s 0.41 5.47 0.15 15.1

Contenido en prolina expresado como nmol g'l PF; actividad Al-pyrrolin-5-carboxi|at0 syntetasa
(P5CS) expresada como pymol P (mg proteina)™ (min)™; actividad ornithina-8-aminotransferasa
(OAT) expresada como nmol NADH oxidado (mg proteina)® (min)™"; actividad prolina
deshidrogenasa (PDH) expresada como pmol NAD(P)* reducido (mg proteina)™ (min)™.

!Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.

*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.
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El metabolismo y la acumulacién de prolina también depende de su
degradacion, catalizada por la enzima mitocondrial PDH, encargada de
transformar la L-prolina a A-pirrolin-5-carboxilato (P5C), transfiriendo los
electrones y protones de la prolina a la cadena de transporte electronico,
incrementando un consumo de O, y una produccién de H* hacia el espacio
intermembrana mitocondrial (Delauney y Verma, 1993; Hare et al., 1999). En
general, ante ciertos tipos de estrés (principalmente deshidratacion y estrés
salino) se produce una inhibicidn drastica de la actividad PDH donde la prolina
podria actuar como un compuesto osmorregulador (Claussen, 2005; Simon-
Sarkadi et al., 2005). Asimismo, en las hojas de plantas de tomate sometidas a
estrés por calor (35°C), Rivero et al. (2004) observaron una fuerte reduccion en
la degradacion de prolina mediante la inhibicion de la enzima PDH. Por el
contrario, en nuestro experimento se mostré6 una mayor actividad PDH durante

el periodo de estrés (229 DDT) en los frutos de tomate cherry (Tabla 6.1).

En resumen, nuestros resultados indican que, en los tomates cherry
sometidos a estrés luminico y por calor a los 229 DDT, la sintesis de prolina y
la degradacion es continua, debido a la induccion de las dos enzimas
responsables de la sintesis de prolina (P5CS y OAT) asi como su degradacion
(PDH). La induccion de las dos vias de sintesis de prolina podria ser la causa
principal de la acumulacién de prolina al final del periodo de estudio. Por lo
tanto, la degradacion continua de la prolina mediante la PDH implic6 un
aumento del compuesto P5C, transfiriendo electrones hacia la cadena de
transporte electronica e induciendo el consumo de O, en la respiracion (Nanjo
et al.,, 1999), lo cudl contribuiria considerablemente a un descenso en la
formacion de ROS. Asi, este incremento en la actividad PDH podria actuar
como un mecanismo eficaz de respuesta ante el estrés oxidativo, participando
directamente en la detoxificacion de O, y reduciendo la formacién de ROS.
Esto podria explicar la ausencia de necrosis celular en los frutos de tomate
cherry y el mantenimiento de la produccion durante el ciclo productivo de la
planta.
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Tabla 6.2. Contenido en aminoacidos totales y proteinas solubles en el exocarpo de

de tomate cherry en tres periodos productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

Proteinas solubles Aminoacidos totales
(mg BSAg ™ PF) (mg Gly g ** PF)
M1 (85 DDT) 1.89a 2.21b
M2 (160 DDT) 1.88 a 2.18 b
M3 (229 DDT) 1.58 b 253 a
P-valor® (] (o
LSDg 05 0.24 0.20

'Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.
*Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [(T1P < 0.01, (ITJP < 0.001, y NS,

no significativo.

Como indicamos anteriormente, la acumulacién de prolina podria ser
debida a: un incremento en su sintesis, una disminucion de su degradacion,
una menor utilizaciéon de la prolina en la sintesis de proteinas, 0 a una mayor
degradacion de proteinas (Delauney y Verma 1993; Claussen 2005). La Tabla
6.2 muestra un mayor contenido de aminoacidos en los tomates cherry
recogidos durante el tercer muestreo, coincidiendo con una reduccion en el
contenido de proteinas solubles. Por lo tanto, en los frutos de tomate cherry a
los 229 DDT, se observa una sintesis de proteinas reducida o una mayor
hidrolisis a aminoéacidos, la cual podria contribuir en la acumulacion de prolina
bajo estas condiciones de estrés. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Chaitanya et al. (2001), que describen en su estudio una
disminucién del contenido en proteinas solubles y un aumento en el de
aminoacidos, asi como en el contenido de prolina, en hojas de plantas de mora

expuestas a altas temperaturas.
En conclusion, nuestros datos experimentales muestran que, a los 229

DDT, la fraccion exocarpica los frutos de tomate cherry sometidos a una

elevada temperatura y radiacion solar sufrié un incremento en la peroxidacion
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de lipidos (ver apartado 5.3.2), y por lo tanto la existencia de un estrés
oxidativo. Aunque es necesaria mas investigacion al respecto, demostramos
que algunas de las funciones atribuidas a la prolina en hojas también ocurren
en los frutos. Consecuentemente, los resultados de este estudio son
novedosos dado que, bajo estas condiciones experimentales, la degradacién
de prolina por la actividad PDH podria considerarse como un mecanismo de
resistencia al estrés gracias al consumo de O, en la respiracion, reduciendo la
formacion de ROS y contribuyendo a la ausencia de muerte celular y necrosis
en los frutos de tomate cherry. Esto podria restringir la acumulacion masiva de
ROS, evitando la necrosis y finalmente las pérdidas en la productividad.
Finalmente, la fraccion exocarpica, estando mas expuesta a las condiciones de
estrés ambiental, podria ser fundamental en la seleccion o desarrollo de
plantas resistentes y asi evitar la formacién de mancha solar en los frutos de

tomate.
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7. ACTIVIDADES SUCROLITICAS EN EL EXOCARPO DE TOMATE

7.1. INTRODUCCION.

El contenido en carbohidratos, principalmente de sacarosa, constituye un
parametro importante tanto en el rendimiento como en la calidad nutricional de
muchos cultivos, incluyendo el tomate (Damon et al., 1988), y también sirve
como un indice fisiolégico para caracterizar el estado de madurez de los frutos
(Bargerth y Schroder, 1994). La sacarosa es el principal producto de la
fotosintesis en las plantas y la mayor forma en la que los carbohidratos se
translocan desde las hojas hasta el resto de la planta, para abastecer de
carbono y energia durante el crecimiento y el almacenaje (ap Rees, 1987). La
sacarosa puede ser por si misma una reserva importante en hojas, tallos,
tubérculos y frutos, y puede también ayudar a proteger a las plantas de
estreses ambientales como el frio y la sequia (Lunn y Furbank, 1999). En los
altimos afios, se ha reconocido que la sacarosa también actla como un
compuesto sefal, comunicando informacion entre diferentes partes de la planta

en relacion al ambiente externo (Koch, 1996).

Generalmente, los frutos de tomate acumulan azlucares en forma de
sacarosa 0 azucares reductores (glucosa y fructosa), dependiendo de las
condiciones ambientales y de la fase de crecimiento de la planta. Aunque la
sacarosa es la forma primaria de azucar translocada en las plantas de tomate,
dos hexosas — glucosa y fructosa — se presentan en cantidades mas o menos
iguales en los frutos de tomate, mientras la concentracion de sacarosa suele
ser muy baja (glucosa 22%, fructosa 25% y sacarosa 1% del peso seco)
(Walker y Ho, 1977; Davies y Hobson, 1981; Islam et al., 1996).

Existen dos vias para la degradacion de sacarosa que proporcionan la
base para un sistema flexible que puede afectar marcadamente a la particion y
metabolismo de los asimilados de carbono en los tejidos sumideros (Geiger et
al.,, 1996). La sacarosa sintasa localizada en el citoplasma cataliza una
reaacion reversible que degrada sacarosa y UDP a UDP-glucosa y fructosa,
mientras que las invertasas acida (apoplasto y vacuola) y neutra (citoplasma y

vacuola) catalizan la hidrolisis de la sacarosa a glucosa y fructosa. Estas
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actividades sucroliticas sirven en los tejidos sumideros de las plantas como un
paso primario de conversion de sacarosa hacia productos de almacenaje del
sumidero, como el almidon, las proteinas y los aceites (Doehlert y Chourey,
1991, Balibrea et al., 1996).

La fuerte intensidad luminica y las elevadas temperaturas son dos
variables ambientales externas que pueden limitar severamente tanto la
productividad como la calidad nutricional de un cultivo (Kuznestov vy
Shevyakova, 1997; Adams et al., 2001). Como ya hemos comentado
anteriormente, estas condiciones adversas en el interior de los invernaderos
pueden inducir un estrés oxidativo en los frutos de tomate cherry debido a la
generacion de ROS (Dumas et al., 2003). Como resultado se produce una
mayor peroxidacion de lipidos, medida como contenido en MDA y actividad
LOX, la cual puede desencadenar la muerte celular y posterior necrosis en los
tejidos del fruto (Fu y Huang, 2001; Mittler, 2002; Vranova et al., 2002). Gracias
a la obtencion de una progresion de las respuestas al estrés, el estrés
ambiental es un factor importante que afecta a la particién del carbono (Geiger
et al., 1996). Asi, existe una escasa informacion disponible de como los efectos
de la temperatura y la radiacion solar influyen sobre la acumulacion de
carbohidratos en los frutos de tomate cherry. Sin embargo, se ha mostrado que
la temperatura regula la acumulacion de carbohidratos en tubérculos de patata
(Lafta y Lorenzen, 1995) y en frutos de kiwi (Richardson et al., 2004). Por tanto,
considerando la relevancia economica y nutricional del cultivo de tomate, en
este estudio evaluamos el impacto de la temperatura y la radiacion solar sobre
el contenido en azucares solubles y las actividades sucroliticas en los frutos de

tomate cherry.
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7.2. MATERIAL Y METODOS.

7.2.1. Disefio experimental y condiciones de crecimi  ento.

Toda informacion relacionada con la descripcion del area de ensayo y
del invernadero experimental, la agronomia del cultivo, la caracterizacion
microclimatica y los muestreos de los frutos se encuentra bien detallada en el

apartado 5.2.

7.2.2. Analisis vegetal.

7.2.2.1. Determinacién de azUcares.

Los contenidos en sacarosa, D-glucosa y D-fructosa se determinaron
mediante el uso de ensayos enzimaticos comerciales (R-Biopharm, Francia),
en los cuales se midié la formacion de NADPH a 340 nm, de acuerdo a lo
descrito en el protocolo de cada ensayo. Los resultados fueron expresados

como mg g™ PF.

7.2.2.2. Determinacién de almidén.

Para la determinacion de almidon se utilizo el precipitado procedente de
la centrifugacion descrita en el apartado 3.2.6.5, y tras su desecacion a 40°C
durante 48 h se procedio a su cuantificaciéon (Irigoyen et al., 1992). Al tubo de
ensayo con el residuo seco se le afiadié 2.5 mL de H,O desionizada, 2.5 mL de
tampon acetato 4M (pH 4.5) y 2.5 mL de a-glucoamilasa al 0.5% (p/v). Tras su
resuspension, la mezcla de reaccion se incubd en oscuridad durante 48 h a
37°C. Transcurrido ese tiempo la solucion se filtré y se utilizé para determinar el
almidon. Para ello, se mezclaron 0.02 mL de extracto, 6 mL de reactivo de
antrona (300 mg antrona + 300 mL H,SO,4 70%), se agitaron bien los tubos y se
introdujeron en un bafo de agua a 100°C durante 10 min. Posteriormente, las
muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se volvieron a agitar

vigorosamente. Finalmente, se registré la absorbancia a una longitud de onda
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de 650 nm frente a una curva patrén de glucosa. Los resultados, y con el fin de
determinar la concentracién de almidon contenida en las muestras problema,
se multiplicaron por un factor de 0.9, segun indica Ettel (1981). Los resultados

fueron expresados como mg glucosa g* PF.

7.2.2.3. Determinacién de las enzimas sucroliticas.

La actividad de la sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13) cataliza la reaccion
reversible: sacarosa + UDP = UDP-glucosa + fructosa. La extraccion de la
sacarosa sintasa se realizé homogenizando 1 g de tomate cherry en 5 mL de
tampon Hepes-NaOH 50 mM a pH 7.5, el cual contenia 5 mM MgCl,, 1 mM Na-
EDTA, 2.5 mM DTT, 0.5 mg mL™* BSA y Triton X-100 al 0.05% (v/v), de acuerdo
con el método propuesto por Hubbard et al. (1989). EI homogenizado se filtro y
se centrifugd a 11500 rpm durante 10 min. El extracto resultante se usé para la
determinacion de la actividad enzimatica y de las proteinas solubles, las cuales
fueron medidas siguiendo el método de Bradford (1976). La actividad sacarosa
sintasa fue determinada en una mezcla de reaccion que contenia 50 mM
Hepes-NaOH pH 7.5, 15 mM MgCl,, 25 mM Fructosa, 25 mM UDP-Glucosa, y
extracto vegetal, siguiendo el método realizado por Cheikh y Brenner (1992). El
contenido en sacarosa se determino segun el método de antrona descrito en el
apartado anterior (8.2.2.2), frente a una curva patrén de sacarosa, y los

resultados se expresaron como mmol sacarosa mg™ proteina min™.

Las invertasas catalizan la reaccion hidrolitica de la sacarosa originando
glucosa y fructosa. Tanto la invertasa acida (EC 3.2.1.26) como la neutra (EC
3.2.1.27) fueron extraidas mediante la homogenizacién de 1 g de tomate cherry
en 5 mL de tampdn fosfato potasico 0.2 M a pH 7.0 que contenia 20 mM
mercaptoetanol, siguiendo el método de Hubbard et al. (1989). Para la
determinacion de la invertasa acida se prepar0 una mezcla de reaccion que
contenia: 0.6 mL de tampdn acetato soédico 0.1 M a pH 4.5, 0.2 mL de sacarosa
0.75 M y 0.02 mL de extracto enzimatico. La mezcla de reaccion se incubd en
oscuridad a 37 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo por adicion de 1 mL
de una solucion que contenia: 1 g de acido dinitrosalicilico, 0.1 g de fenol, 0.05

g de sulfito sédico y 1 g de NaOH, preparado de acuerdo al método de Miller
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(1959). Las muestras se incubaron durante 5 min en un bafio de agua a 100°C
y se enfriaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se le agregé 1 mL de
Sal de Rochelle (tartrato sodico potasico tetrahidrato) al 40% y se leyo la
absorbancia a 575 nm frente a una curva patron de glucosa. Para la
determinacién de la invertasa neutra se siguié el mismo proceso que en la
invertasa &cida, excepto que el tampdn acetato sédico fue sustituido por
tampoén fosfato-citrato 0.1 M a pH 7.0 (Hubbard et al., 1989). La actividad de

ambas invertasas se expresé como pmol glucosa mg™ proteina min™.

7.2.2.4. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA)
y las diferencias entre las medias de los tres muestreos se compararon
mediante el test de rango multiple de Duncan (DMRT; P < 0.05). Ademas, las
medias han sido comparadas mediante el test de diferencias significativas
minimas de Fisher (LSD). Los niveles de significacion se han representado
mediante 0OP < 0.05, [TJP < 0.01, [TTJP < 0.001, y NS, no significativo.
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7.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Bajo condiciones de estrés ambiental, la generacion de ROS puede
dafar a las macromoléculas y finalmente a la estructura celular (Mittler, 2002;
Vranova et al., 2002). El analisis de la peroxidacion de lipidos expresada como
actividad LOX, concentracion de H,O, y contenido en MDA indica la
prevalencia y activacion de los ROS en los tejidos como consecuencia del
estrés oxidativo (Fu y Huang, 2001). Bajo nuestras condiciones de estudio,
encontramos un incremento significativo tanto en la peroxidacién de lipidos
como en las actividades antioxidantes en los frutos de tomate cherry durante el
tercer muestreo (Tablas 5.2, 5.3 y 5.4), coincidiendo con los mayores valores
de temperatura y radiacién solar (Fig. 5.1). El aumento en la peroxidacion de
lipidos y las actividades antioxidantes a los 229 DDT indicaron un estrés
oxidativo, provocado por las elevadas temperaturas e intensa radiacion solar,
los cudales, aunque no produjeron un descenso en el produccion (Fig. 5.2),
provocaron desordenes metabdlicos vy fisioldgicos en los frutos, afectando a la
calidad nutricional asi como a la aceptabilidad en el mercado.

El contenido en azucares de los frutos de tomate cherry es determinante
tanto en el sabor como en la calidad nutricional (Peet, 1996). La Tabla 7.1
indica que la concentracion de sacarosa en los frutos progresivamente
disminuy6 a lo largo del ciclo productivo, alcanzando los valores mas bajos
durante el tercer muestreo y coincidiendo con las condiciones de elevada
temperatura y radiacion solar (Fig. 5.1). En relacion al contenido en glucosa y
fructosa, se encontré un aumento progresivo durante el ciclo productivo (Tabla
7.1), siendo mas pronunciado en los tomates recogidos al final de este periodo
(229 DDT). Este descenso en la concentracion de sacarosa e incremento en el
contenido en glucosa, fructosa y en el cociente hexosas:sacarosa (Tabla 7.1)
claramente indica una degradacién de sacarosa, la cual fue mucho mas
pronunciada en los frutos cosechados durante el tercer muestreo, coincidiendo

con las condiciones de estrés ambiental.
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Aunque el contenido en azucares en los frutos de tomate cherry
sometidos a estrés térmico y luminico no ha sido casi estudiado, se ha
observado que las plantas de tomate expuestas a salinidad acumularon mas
hexosas que las plantas control, mientras que la concentracion de sacarosa se
mantuvo similar en ambas situaciones (Gao et al., 1998). Esto coincide con los
resultados de este trabajo, donde mostramos que las condiciones de estrés
sufridas durante el tercer muestreo producidas por el incremento en la
temperatura y radiacion solar llevaron a un incremento en los niveles de

hexosas en los frutos de tomate cherry.

En adicion, el almidon es uno de los principales carbohidratos
producidos en las plantas superiores durante la fotosintesis (ap Rees, 1987).
Las triosas-fosfato no usadas para la sintesis de sacarosa son utilizadas para
producir almidén, el cuél actia como un reservorio de carbono (Medrano y
Flexas, 2001). En nuestro experimento, encontramos que los tomates cherry
muestreados al final del ciclo productivo del cultivo (229 DDT) registraron un
aumento significativo en el contenido de almidén (Tabla 7.1). Esta acumulacién
de almidén bajo esta situacion de estrés podria garantizar la transformacion de
la sacarosa importada al fruto, ya que mantiene un gradiente pasivo continuo
de sacarosa para estimular el importe de carbohidratos hacia el fruto (Cuartero
et al., 1999). Si calculamos un cociente sacarosa:almidon, encontramos una
reduccion sustancial durante el periodo de produccién, llegando este indice a
ser mas bajo en el tercer muestreo (Tabla 7.1). Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Sanchez et al. (2005), indicando en plantas de judia
sometidas a deficiencia y toxicidad de N una disminucion de este cociente en
relacion a condiciones de estrés. Consecuentemente, el bajo cociente
sacarosa:almidon junto con el elevado cociente hexosas:sacarosa pueden ser
considerados como indicadores de una situacion de estrés por calor y por

fuerte radiacion solar en los frutos de tomate cherry.
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Tabla 7.1. Contenido en azucares en el exocarpo de los frutos de tomate cherry tres periodos productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

Sacarosa Glucosa Fructosa Almidén o
4 4 ” Hexosas:sacarosa 4 Sacarosa:almidén
(mg g~ PF) (mg g~ PF) (mg g~ PF) (mg glucosa g ~ PF)
M1 (85 DDT) 4.93a' 178 ¢ 18.4 b 26.0b 18.0b 0.24 a
M2 (160 DDT) 254 b 245b 21.2b 51.4b 17.7b 0.13b
M3 (229 DDT) 0.77c 37.6a 34.1a 159.5a 19.6 a 0.05c¢c
P-valor? NN NN 0 HEN 1] 1
LSDg 05 1.67 5.84 5.68 43.1 0.72 0.06

'L os valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacion representados mediante OP < 0.05, [[JP < 0.01, [(ITJP < 0.001, y NS, no significativo.
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La degradacién de sacarosa se cataliza inicialmente tanto por la
sacarosa sintasa como por las invertasas acida y neutra (Balibrea et al., 1996).
En nuestro experimento, encontramos un incremento significativo en la
actividad sacarosa sintasa en los frutos de tomate cherry muestreados al final
del ciclo productivo (Tabla 7.2), coincidiendo con la reduccion en el contenido
de sacarosa y el incremento en los contenidos de glucosa y fructosa (Tabla
7.1), asi como con los valores mas elevados de temperatura y radiacion solar
(Fig. 5.1). En relacion a la actividad de las invertasas, encontramos que tanto la
actividad invertasa acida como la neutra fueron ligeramente superiores en los
frutos recogidos en el segundo muestreo (160 DDT), disminuyendo ambas
actividades al final del periodo productivo (229 DDT; Tabla 7.2). Geiger et al.
(1996) mostraron que la sacarosa sintasa predomina a menudo en los
sumideros de almacenaje de almiddn/sacarosa, mientras que las invertasas
predominan donde existe una expansion celular activa. Por tanto, es de esperar
que la actividad sacarosa sintasa debe tomar una mayor importancia en el
almacenaje de sacarosa/almidon en los frutos de tomate. Sin embargo, bajo

estas condiciones, el incremento en la actividad sacarosa sintasa induce la

Tabla 7.2. Enzimas sucroliticas en el exocarpo de los frutos de tomate cherry tres

periodos productivos diferentes durante el ciclo de cultivo.

Sacarosa sintasa Invertasa acida Invertasa neutra

1 1 al,

(mmol sacarosa mg - (umol glucosa mg - (umol glucosa mg -

proteina min %) proteina min ™) proteina min ™)
M1 (85 DDT) 0.19 b 21.2 ab 4.03b
M2 (160 DDT) 0.18 b 235a 6.03a
M3 (229 DDT) 0.26 a 189b 4.67 b
P-valor® 11 N HEN
LSDg o5 0.02 2.67 0.81

!Los valores con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con DMRT a P < 0.05.

“Niveles de significacién representados mediante OP < 0.05, [LJP < 0.01, (TP < 0.001, y NS,

no significativo.
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degradacion de sacarosa a UDP-glucosa y fructosa, y la UDP-glucosa puede
ser transformada en almidén (Ordofiez et al., 2005), el cual actia como un
reservorio de glucosa. En conclusion, nuestros resultados son similares a los
obtenidos por Ordéfiez et al. (2005), y asi definimos a la sacarosa sintasa como
la principal enzima responsable del aumento en la actividad sucrolitica en los
frutos de tomate cherry bajo condiciones de estrés por calor y elevada
radiacion solar. Por lo tanto, la reduccion en el contenido en sacarosa durante
el segundo muestreo podria ser explicado también por el ligero incremento en

la actividad de ambas invertasas (Tabla 7.2).

El incremento en la actividad sucrolitica producida por la sacarosa
sintasa en los tomates cherry ante esta situacion de estrés conlleva a una
mayor formacion de glucosa y fructosa, lo cual podria favorecer los
mecanismos de defensa antioxidante mediante el abastecimiento de
precursores de compuestos antioxidantes, y evitar asi la formaciéon de
desérdenes metabolicos y fisioldégicos producidos por el incremento de la
temperatura y la radiacion solar al final del periodo productivo del cultivo. Asi,
en el capitulo 5 observamos cémo bajo estas mismas condiciones se produjo
un incremento en la sintesis de ascorbato total en los frutos muestreados a los
229 DDT, desencadenandose un notable incremento de los mecanismos de
respuesta antioxidante en los frutos de tomate cherry. Dado que la glucosa es
el principal precursor del antioxidante ascorbato y de algunos pigmentos
vegetales (como los carotenoides), y que la fructosa también interviene en la
sintesis de antioxidantes (Carrari y Fernie, 2006), este incremento en la
actividad sucrolitica producido principalmente por la sacarosa sintasa podria

contribuir a los mecanismos de defensa antioxidante del fruto.

En conclusion, los frutos de tomate cherry sometidos a condiciones de
elevadas temperaturas del aire y de radiacion solar incrementé su actividad
sucrolitica, inducido principalmente por un incremento de la actividad sacarosa
sintasa, causando un aumento en el contenido de hexosas. Aunque mas
investigacion al respecto es necesaria, este incremento en la degradacion de
sacarosa por la sacarosa sintasa ante una situacion de estrés producido por

elevadas temperaturas y radiacion solar en los frutos de tomate cherry podria
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contribuir de manera importante a los mecanismos de defensa antioxidante,
mediante el abastecimiento de los principales precursores (glucosa y fructosa)
de los compuestos antioxidantes. Esto restringiria la formacion masiva de ROS
y por tanto de necrosis celular, como hemos comprobado en capitulos previos,
reduciendo asi las pérdidas de produccion, lo que podria ser fundamental en la

seleccion o desarrollo de plantas resistentes a este tipo de estrés.
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El clima mediterraneo se caracteriza principalmente por un aumento en
las temperaturas y una fuerte radiacion solar durante los meses de verano, lo
que puede limitar de manera importante tanto la productividad como la calidad
de los cultivos horticolas (Adams et al., 2001). A lo largo del periodo de estudio
(ciclo de cultivo 2003-2004), las temperaturas maximas en el interior del
invernadero parral mejorado alcanzaron sus valores mas elevados (36°C)
durante el tercer muestreo (229 DDT; Fig. 6.1), coincidiendo con un notable
incremento en la radiacién solar. A pesar de que estas condiciones ambientales
podrian inducir la aparicion de un estrés abibtico, en nuestro trabajo no
observamos variaciones significativas en la produccion comercial durante el
periodo de estudio (Fig. 5.2), en contradiccion a otros estudios realizados
anteriormente donde se obtuvieron pérdidas de produccion a partir de 26°C en
las plantas de tomate (Rainwater et al., 1996; Adams et al., 2001). Sin
embargo, aunque no se mostraron pérdidas significativas en la produccion, en
nuestro experimento se podrian haber desencadenado una serie desordenes
metabdlicos vy fisiologicos, que podrian afectar significativamente a la calidad
de los frutos de tomate cherry. De hecho, en este invernadero se observé
durante este periodo de estrés la aparicion de mancha solar en la mayoria de
los frutos de tomate cherry. Para comprobar esta hipotesis, en este bloque
hemos estudiado tres de los procesos que se definen por su importancia en las
respuestas defensivas ante condiciones de estrés abidtico, como son:
contenido en antioxidantes y metabolismo del ascorbato, metabolismo de la

prolina y las actividades sucroliticas.

Los carotenos son pigmentos muy importantes en la calidad nutricional
de los frutos de tomate, siendo el licopeno el que representa la mayor
proporcion. Bajo estas condiciones elevadas de temperatura y radiacion solar
se produjo una reduccion en el contenido en licopeno y p-caroteno (Tabla 5.1).
La exposicion de los frutos de tomate cherry a una intensa radiacién solar
podria inducir el sobrecalentamiento de su superficie (principalmente en el
exocarpo), que junto con las condiciones de elevadas temperaturas (36°C)
desencadenaria una inhibicion en la sintesis de ambos carotenoides,

induciendo asi la formacién de zonas de coloracidn defectiva cominmente
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conocidas como mancha solar. Ademas, se produjo un incremento en la
peroxidacion de lipidos durante el tercer muestreo (Tabla 5.2), lo que indica la
posible existencia de un estrés oxidativo, que a pesar de no afectar a la
produccion comercial de los frutos, podria explicar la reduccién del contenido

en carotenos en el fruto, y por tanto la aparicion de mancha solar.

Al estudiar la respuesta antioxidante observamos como durante el tercer
muestreo, Yy coincidiendo con las condiciones de estrés por elevadas
temperaturas y radiacion solar, se produjo un incremento en la concentraciéon
de ascorbato total, debido principalmente al aumento en el contenido de DHA,
mientras la forma reducida ASA permanecio constante en el exocarpo de
tomate cherry durante todo el ciclo productivo (Tabla 5.3). La acumulacion de
DHA en el tercer muestreo coincidié con un incremento en la concentracion de
H.O, en el exocarpo (Tabla 5.3). El incremento en la oxidacion de ascorbato
durante el tercer muestreo se explica claramente por el aumento en las
actividades APX y AO, y por la disminucion en la actividad DHAR durante este
periodo (Tabla 5.4). Ademas, dos ensayos antioxidantes (FRAP y DPPH)
mostraron sus maximos valores durante el tercer muestreo, coincidiendo con
las condiciones mas estresantes de temperatura y radiacion solar dentro del
invernadero tipo parral durante el primer ciclo de cultivo (Tabla 5.5). En
definitiva, la oxidacion aumentada de ASA por parte de la APX en la fraccién
exocarpica de frutos de tomate bajo condiciones de estrés ambiental durante el
tercer muestreo podria constituir un mecanismo de respuesta antioxidante para

evitar la aparicion de un importante dafio oxidativo.

Otro de los mecanismos de respuesta ante situaciones de estrés
ambiental es la acumulacion de solutos osmoprotectores como la prolina (Hare
et al., 1999). Durante el tercer muestreo, se observd un aumento en el
contenido de prolina en el exocarpo de tomate cherry (Tabla 6.1). Ademas,
también se produjo un incremento en la actividad de las enzimas de sintesis de
prolina (P5CS y OAT,; Tabla 6.2) y de la principal responsable de su
degradacion (PDH; Tabla 6.2). Por tanto, estos resultados indican que, en los
tomates cherry sometidos a estrés luminico y por calor durante el tercer

muestreo, la sintesis de prolina y la degradacion es continua. La induccion de
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las dos vias de sintesis de prolina, junto con una sintesis de proteinas reducida
0 una mayor hidrdlisis a aminoacidos (Tabla 6.3), podrian ser las principales
responsables de la acumulacion de prolina bajo estas condiciones de estrés.
Por otro lado, la degradacion continua de la prolina mediante la PDH implico
una transferencia de electrones hacia la cadena de transporte electronica,
induciendo el consumo de O, en la respiracion, lo que contribuiria
considerablemente a un descenso en la formacion de ROS. Por tanto, este
incremento en la actividad PDH podria actuar como un mecanismo eficaz de
respuesta ante el estrés oxidativo, participando en la detoxificaciéon de O, y
reduciendo la formacion de ROS.

Finalmente, el contenido en azucares de los frutos de tomate cherry
puede ayudar también a proteger a las plantas frente a varios estreses
ambientales (Lunn y Furbank, 1999). A lo largo del ciclo productivo, se produjo
una disminucion en las concentraciones de sacarosa y un aumento de glucosa
y fructosa en el exocarpo de tomate cherry (Tabla 7.1), alcanzando al final del
periodo productivo los valores mas elevados en el cociente hexosas:sacarosa
(Tabla 7.1). Esto claramente indica un aumento en la degradacion de sacarosa
coincidiendo con estas condiciones de estrés por elevadas temperaturas y
fuerte radiacion solar. Ademas, durante el tercer muestreo también se observa
un aumento en el contenido de almidén en el exocarpo (Tabla 7.1), el cual bajo
esta situacion de estrés podria garantizar la transformacion de la sacarosa
importada al fruto, estimulando el importe de carbohidratos al fruto mediante un
gradiente pasivo continuo de sacarosa (Cuartero et al.,, 1999). También
encontramos una reduccion en el cociente sacarosa:almidon durante el tercer
muestreo (Tabla 7.1), que junto al elevado cociente hexosas:sacarosa pueden
ser considerados como indicadores de un estrés por calor y por fuerte radiacion
solar en los frutos de tomate cherry. Esta actividad sucrolitica se produjo
principalmente por la sacarosa sintasa en el exocarpo durante el tercer
muestreo (Tabla 7.2), mientras que las invertasas acida y neutra no mostraron
un incremento significativo en este muestreo (Tabla 7.2). Por tanto, nuestros
resultados sugieren que el incremento en la actividad sucrolitica, inducido
principalmente por la sacarosa sintasa, formaria parte los mecanismos de

defensa antioxidante mediante el abastecimiento de precursores (glucosa y
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fructosa) de compuestos antioxidantes para restringir la acumulacion masiva de
ROS vy evitar la aparicion de necrosis celular y reducir las pérdidas de

produccion.

En conclusién, bajo estas condiciones de estrés producido por un
incremento en las temperaturas y una fuerte radiacion solar, se desarrollaron
varios mecanismos de resistencia. Uno de ellos, y probablemente el mas
importante, fue el aumento en la actividad antioxidante, producido por el
incremento en el contenido de ASA y en su oxidacion por la APX. Otro fue la
acumulacion de prolina y su continua degradacion mediante la PDH, lo cual
podria considerarse como un mecanismo de resistencia al estrés por un
aumento en el consumo de O,. Finalmente, el tercer mecanismo se produjo
gracias al aumento en la degradacion de sacarosa por la sacarosa sintasa ante
esta situacion de estrés, lo que supondria un mayor abastecimiento de los
principales precursores (como la glucosa y la fructosa) de compuestos

antioxidantes.
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo y su discusion se

pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. En general, los valores de produccion total, comercial y no-comercial de
tomates cherry no mostraron diferencias significativas entre los dos
invernaderos durante los tres periodos de estudio. Sin embargo, es
importante destacar que, por un lado, en el invernadero parral mejorado
se produjo una reduccion en la produccion comercial durante el tercer
muestreo, y que desde el punto de vista agronémico, en el invernadero
multitinel se originé una ganancia en la produccion comercial de 23.6 t

ha™?, y por tanto un mayor beneficio econémico.

2. En el invernadero parral mejorado (de bajo nivel tecnoldgico), se
alcanzaron los valores mas elevados de temperatura, radiacion solar y
DPV durante todo el ciclo productivo, lo cual desencadend unas mayores
condiciones de estrés ambiental, definido por los valores mas elevados de
los indicadores de estrés estudiados y de respuesta antioxidante en los
frutos de tomate cherry, lo que explicaria la reduccion de la produccion

comercial producida en este invernadero al final del periodo productivo.

3. Las mayores condiciones de estrés ambiental en el invernadero parral
mejorado desencadenaron una mayor calidad nutricional en los frutos de
tomate cherry, definida por un mayor contenido en fenoles totales,
flavonoides, antocianinas, ascorbato y una mayor capacidad antioxidante,
no observandose diferencias significativas entre ambos invernaderos en

cuanto al contenido en licopeno, B-caroteno, azucares y acidos organicos.

4. Durante el primer ciclo de cultivo se desarrollaron las mayores condiciones
de estrés por calor y fuerte radiacion solar en el invernadero parral
mejorado, definidas por los valores mas elevados de peroxidaciéon de
lipidos, principalmente en el exocarpo del tomate cherry, por ser la zona

mas expuesta a las condiciones ambientales externas. Por tanto, bajo
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estas condiciones de estrés ambiental se desarrollaron los siguientes

mecanismos de defensa:

a)

b)

Un aumento en la actividad antioxidante, gracias al incremento en el
contenido en ASA y en su oxidacion por la actividad APX. Ademas, la
acumulacion de DHA producida por la inhibicion de las enzimas
DHAR y MDHAR en el ciclo ascorbato/glutation en este experimento
puede resultar un paso clave como indicador de condiciones de
estrés ambiental, y por tanto en la mejora o mantenimiento de la
calidad nutricional de estos frutos bajo estas condiciones adversas.
Una acumulacion de prolina y su continua degradacion mediante la
PDH, lo cual podria considerarse como un mecanismo de resistencia
al estrés por un aumento en el consumo de O..

Un aumento en la degradacion de sacarosa por la sacarosa sintasa
ante esta situacion de estrés, lo que supondria un mayor
abastecimiento de los principales precursores (como la glucosa y la

fructosa) de compuestos antioxidantes.

En definitiva, y en nuestra opinidn, estos tres mecanismos de defensa

podrian considerarse como herramientas (tiles en la seleccion o

desarrollo de plantas resistentes a este tipo de estrés, y asi intentar evitar

la formacién de mancha solar en los frutos de tomate.
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