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Resumen

RESUMEN

El tomate es una de las hortalizas mas cultivadas y consumidas a nivel
mundial, siendo un ingrediente basico en la cocina de todas las culturas.
Ademas de su importancia socioecondmica, el tomate destaca por su alto
contenido en compuestos bioactivos, con propiedades beneficiosas para la
salud. En el sureste espafiol, debido a su climatologia, el rendimiento y la
calidad de esta hortaliza se ven afectados por diferentes factores
medioambientales, entre los que destaca la alta temperatura. Este problema se
ve agravado por el hecho de que la mayor parte de la produccion en la Region
se desarrolla bajo invernadero, donde el aumento de temperatura es mucho
mas acusado. En numerosas ocasiones, el estrés térmico se presenta de forma
simultdnea con otros condicionantes abiéticos, como la escasez de recursos
hidricos y la salinidad de suelo y agua. El objetivo principal de esta tesis fue
conocer la influencia de la alta temperatura sobre el rendimiento y la calidad de
tomate, centrdndose en acumulacion de metabolitos relacionados con la
calidad organoléptica y nutricional del fruto, y establecer diferentes estrategias
agrondmicas basadas en el manejo de la nutricion mineral, la utilizacion de
mallas de sombreo y la aplicacion de bioestimulantes para minimizar los
efectos negativos del estrés térmico. Para ello se plantearon diferentes
ensayos tanto en camara de crecimiento (condiciones controladas) como bajo
invernadero, con el fin de conocer la respuesta de la planta a nivel fisiol6gico,
bioguimico y agronémico. Los ensayos bajo condiciones controladas
permitieron identificar los principales compuestos bioactivos de tomate y
conocer el impacto de la alta temperatura sobre su acumulacion en fruto,
dependiendo del tiempo de exposicion al estrés. Se demostrd la capacidad de
las plantas de tomate para adaptarse a condiciones de estrés térmico,
pudiendo incluso restaurar las concentraciones de los metabolitos interés
después de largos periodos de exposicion a alta temperatura. Por otro lado, se
estudio la interaccion del estrés térmico y la salinidad, tanto a nivel agronémico
como bioquimico, concluyéndose que la pérdida de productividad como
consecuencia de ambos estreses, puede ser en parte compensada, en
términos de valor nutritivo, por el incremento de la concentracion de ciertos

compuestos bioactivos. La optimizacion del manejo de la nutricion nitrogenada



Resumen

permitio, por un lado, mejorar la calidad nutricional de los frutos y por otro,
compensar el efecto negativo de la utilizacion de mallas de sombreo sobre el
rendimiento. Por ultimo, el uso de bioestimulantes se mostré6 como una
alternativa capaz de mejorar el rendimiento de tomate bajo condiciones de alta
temperatura, aumentando ademas, en determinados casos, el contenido de
tomate en compuestos bioactivos con reconocidos efectos beneficiosos sobre

la salud.



Abstract

ABSTRACT

The tomato is one the most widely cultivated andiscmned vegetables
worldwide, and a basic ingredient in the cuisinemadst cultures. In addition to its
socioeconomic importance, the tomato is well kndamits high content of bioactive
compounds with health-promoting properties. In Beedstern Spain, the yield and
guality of this vegetable are affected by sevenairenmental factors high temperature
being the most prominent among them. This problerocompounded by the fact that
tomato in this area is mainly cultivated in greemd® conditions, which involves even
higher temperatures. Frequently, severe temperatiness must contend with other
abiotic factors, such as a shortfall in water reses and the salinity of the soil and
waters. The main goal of this thesis was to unddrtseow high temperature affect the
yield and quality of tomato. We focus on the acclation of metabolites related to the
organoleptic and nutritional quality of the fruihda establish different agronomic
techniques based on mineral nutrition optimizatitye, use of shading and application
of biostimulants to minimise the negative effedishe stress. To this end, studies were
carried out under controlled (growth chamber) areeghouse conditions to know the
plant response at physiological, biochemical antragmical levels. These studies
under controlled conditions allowed the main bioectcompounds of tomato to be
identified allong with the impact of high tempenason their accumulation in fruit
depending on the length of exposure to the stresdittons. The capacity of tomato
plants to adapt to high temperature was demondirateng with their ability to restore
the concentrations of major metabolites after Ippgods under such stress conditions.
In addition, the interaction of high temperatured asalinity was studied at both
agronomic and biochemical levels. It is concludedt tthe loss of productivity as a
result of both stresses can be partially compedsiatderms of nutritional value by
increases in the concentration of certain bioacteenpounds. Optimizing nitrogen
nutrition improved the nutritional quality of theufts and compensated for the negative
effect of shading on yield. Lastly, the use of bimsilants as an alternative to improve
tomato yield under high temperature conditions desonstrated, increasing in certain

cases the levels of bioactive compounds with reizegihbeneficial effects on health.
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Capitulo 1

Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas del cultivo
1.1.1. Descripcién botanica

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas
cultivadas en todo el mundo, lo que le concede una gran importancia a nivel
socio-economico. Es una planta dicotiledénea perteneciente a la familia de las

Solanaceas. La taxonomia generalmente aceptada es:

I. Clase: Dicotyledoneas.

ii. Orden: Solanales (Personatae).
iii. Familia: Solanaceae.

iv. Subfamilia: Solanoideae.

v. Género: Solanum.

vi. Especie: Lycopersicum.

Se trata de una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como
anual. Puede tener dos tipos de crecimiento: crecimiento determinado e
indeterminado. La planta indeterminada es la mas comun y en ella los tallos
presentan segmentos uniformes con tres hojas (con yemas) y una inflorescencia,
terminando siempre con un apice vegetativo. La planta determinada tiene tallos
con segmentos que presentan progresivamente menos hojas por inflorescencia y
terminan en una inflorescencia, lo que resulta en un crecimiento limitado. El tallo
tipico tiene de 2 a 4 cm de diametro en la base y esta cubierto por pelos
glandulares y no glandulares, que salen de la epidermis. El sistema radicular del

tomate estd constituido por una raiz principal, raices secundarias y raices
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adventicias. Las hojas son compuestas, imparipinnadas con 7 o 9 foliolos. Una
hoja tipica de las plantas cultivadas tiene unos 0,5 m de largo, algo menos de
anchura con un gran foliolo terminal y hasta 8 laterales que, a su vez, pueden ser

compuestos (Chamarro, 1995).

La inflorescencia estd compuesta de 4 a 12 flores. Sus flores son radiales y
con cinco estambres. Las flores, en numero variable, se agrupan en
inflorescencias de tipo racimoso (Figura 1.1). El ovario, supero bicarpelar,
contiene numerosos primordios seminales, produciendo bayas polispermas. Los
carpelos se presentan en posicién oblicua con respecto al plano mediano de la
flor. El fruto es una baya de forma globular, ovoide o aplastada cuyo peso oscila,
segun variedades entre 5 y 500 gramos y puede ser biplurilocular o plurilocular.
Esta unido a la planta por un pedicelo con un engrosamiento articulado que
contiene la capa de abscision. Posee una semilla discoidal-lenticular comprimida y
embrion enrollado, de diametro mas o menos uniforme (Chamarro, 1995). El fruto
de tomate presenta una gran diversidad de tamafios, formas y colores (Figura
1.2).

Figura 1.1. Inflorescencia de tomate tipo racimoso.
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Figura 1.2. Diversidad de formas y variedades de tomate.

1.1.2. Importancia econémica

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO, 2013), la produccion mundial de tomate para consumo en
fresco se eleva a 163,9 Mt y es en las regiones tropicales y subtropicales donde
se encuentran los mayores productores a nivel mundial. En 2013, la produccién
mundial de esta hortaliza se incrementé en un 1,6% con respecto al afio anterior,
continuando con la linea ascendente que llevaba desde 1999. La demanda a nivel
mundial de este fruto aumenta continuamente, siendo el segundo fruto mas
consumido después de la patata (Foolad, 2004). El incremento de la produccién
en los dltimos afos, se ha debido principalmente a un aumento del rendimiento y
en menor proporcion, al aumento de la superficie cultivada. Por paises, China es
el principal productor mundial con 50,1 Mt, lo que representa el 30,5% de la
produccion total mundial (Figura 1.3), aumentado su produccion en 2,4 Mt con
respecto al afno 2012. El segundo lugar lo ocupa India, con 18,3 Mt (11,2%) y con
un 2,3% menos que en el 2012, figurando Estados Unidos en la tercera posicion
con 12,6 Mt (7,7%), también disminuyendo su produccion con respecto al afio
anterior en un 4,8%. Espafa se encuentra en la novena posicion con 3,7 Mt, el
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2,3% de la produccion mundial de tomate destinada a consumo en fresco,
bajando una posicion con respecto al afio anterior. La produccion de este fruto en
la Union Europea en 2013 fue de 15,4 Mt. Espafia fue el segundo pais productor
con un 23,9%, por detras de lItalia con el 32,1% del total. Ademas, Espafia es el
tercer pais de la Unidon Europea con mayor superficie dedicada a este cultivo
(19%), por detras de Italia (37%) y Rumania (19,2%).

Otros paises
29%

Espafia
2%

Italia

Iran .
49, Egipto
0,

Yo

Turquia
3% 7%

Figura 1.3. Representacion de los principales paises productores de tomate a

nivel mundial (Mt).

1.1.3. Requerimientos edafoclimaticos del cultivo

La temperatura optima para el desarrollo del cultivo de tomate oscila entre
15 y 18 °C, durante la noche y de 20 a 28 °C durante el dia. Temperaturas
superiores a 30-35 °C provocan fallos en la fructificacion y en el desarrollo tanto
de la planta como del sistema radicular. Temperaturas inferiores a 12-15 °C
pueden originar problemas en el desarrollo de la planta y temperaturas superiores
a 25 °C e inferiores a 12 °C, provocan fecundaciones es defectuosas o nulas.
Respecto al fruto, la maduracion se encuentra muy influida por la temperatura en
lo que se refiere tanto a la precocidad como a la coloracion. Asi, valores cercanos
a los 10 °C y superiores a los 30 °C originan tonalidades amarillentas. En los
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momentos criticos durante el periodo vegetativo resulta crucial la interrelacion

entre las temperaturas diurna y nocturna y la luminosidad.

La humedad relativa Optima oscila entre 60%-80%. Humedades relativas
muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y el agrietamiento
del fruto y dificultan la fecundacién, debido a que el polen se compacta,
provocando el aborto de flores. También una humedad relativa baja dificulta la

fijacion del polen al estigma de la flor.

En relacidon al suelo, la planta de tomate requiere de suelos sueltos de
textura siliceo-arcillosa y ricos en materia organica pero también se desarrolla en

suelos arcillosos enarenados.

1.1.4. Ciclos de cultivo

La duracion y época de los ciclos de cultivo vienen en gran parte
determinadas por el sistema de cultivo adoptado, al aire libre o protegido. En el
sureste espariol, el cultivo tradicional de tomate al aire libre esta en recesion,
debido fundamentalmente a los graves problemas de virosis. Estas enfermedades
son producidas por insectos vectores, como la mosca blanca Bemisia tabaci y el
trips Frankliniella occidentalis, transmisores del virus de la cuchara (TYLCV) y del
bronceado del tomate (TSWV), respectivamente, que aumentan su multiplicacion
coincidiendo con el ciclo de tomate al aire libre. Todo ello a ocasionado que gran
parte de la superficie que se cultivaba en condiciones de aire libre, en ciclos de
verano-otofio, se haya transformado a la modalidad de cultivo bajo malla o
invernadero. Bajo dichos sistemas y dependiendo de las condiciones climaticas
de la zona, fechas deseadas de produccion, cultivares empleados y destino del
fruto (fresco o industria), el tomate es cultivado en diferentes ciclos.
Habitualmente se siembra en semillero y los transplantes se realizan con cepellon
de turba 45-50 dias después, si es planta no injertada, y entre 60 y 70 dias, si se
trata de planta injertada. En concreto, en la Regién de Murcia se pueden distinguir

tres ciclos:
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* Ciclo de otofio: El trasplante se realiza a finales de agosto y la
recoleccion de los frutos tienen lugar principalmente durante el mes de febrero.
Los cultivares mas empleados en este tipo de ciclo de cultivo son los asurcados

(cuello verde).

» Ciclo de primavera: El transplante se realiza hasta finales de enero y las
recolecciones de los frutos se llevan a cabo principalmente durante el mes de
junio. Los cultivares mas empleados en este ciclo de cultivo son los de tipo liso y

asurcado, con predominio de los de larga vida.

» Ciclo largo: El trasplante se realiza a mediados de agosto o principios de
septiembre y las recolecciones de los frutos se pueden alargar hasta primavera.
Los cultivares mas empleados en este ciclo de cultivo son muy vigorosos y de tipo

liso y asurcado, principalmente de larga vida.

1.1.5. Usos

El tomate es uno de los principales componentes de la denominada “dieta
mediterranea”, muy importante en Espafia e ltalia, cuya base son productos
procedentes en su mayoria de la agricultura local, y que se caracteriza por su
elevado contenido en productos vegetales y grasas monoinsaturadas. El consumo
de tomate per capita en Espafia se encuentra cercano a los 15 kg por persona y
afio (FEPEX, 2012). Se consume principalmente en ensaladas, aunque también
se utiliza como ingrediente de muchas preparaciones culinarias, cocido o frito.
Aproximadamente, el 40% de la produccion total se destina a la transformacion
industrial (pelado, concentrado, deshidratado, dados, etc.). Asi, existen en el
mercado numerosos productos derivados de este fruto en forma de zumos,
gazpacho, salsas, purés, pastas, conservas de tomate entero o partido, tomate en
polvo, etc. Mientras que otras comunidades como Extremadura, producen tomate
sobre todo para conserva, la produccion de Murcia es principalmente para

consumo en fresco.
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En la actualidad, existe una amplia gama de cultivares hibridos creados
con el objetivo de mejorar la productividad, la calidad y la adaptacion a distintas
condiciones de cultivo, lo que ha permitido cubrir un amplio rango de
necesidades. Los cultivares de tomate para consumo en fresco que se emplean
actualmente, presentan grandes diferencias en tamafo, forma (achatado,
redondeado, alargado, en forma de pera) y color (desde el amarillo hasta el rojo
oscuro). Los principales cultivares de tomate que actualmente se comercializan en
la Regidon de Murcia pertenecen a los tipos marmande, larga vida, beef, vemone,

moneymaker, cocktail, cereza (cherry), liso y ramillete.

1.2. Valor nutricional y funcional de tomate

El tomate es una excelente fuente de nutrientes y compuestos bioactivos
con propiedades funcionales y farmacolégicas muy interesantes, lo que le ha
permitido ser catalogado como alimento funcional (Canene-Adams y col., 2005).
Ademas, el bajo aporte calorico de este fruto (22 kcal/100 g), junto con su alto
contenido en agua (< 90%), minerales y vitaminas (Tabla 1.1), lo convierten en un
alimento muy apreciado de acuerdo con las pautas de alimentacion actuales. Es
una fuente importante de fibra, minerales (K y P), folatos y vitaminas, entre las
que destacan las vitaminas C, E, provitamina A y las del grupo B (B; y Bs). El
contenido en solidos solubles oscila entre 4,5-7%, siendo la gran parte de ellos
fructosa y glucosa, mientras que los acidos organicos mayoritarios detectados en
el zumo son el acido citrico y el malico. Ademas de estos nutrientes, contiene
altas concentraciones de metabolitos secundarios, como carotenoides Yy
compuestos fendlicos con probadas propiedades beneficiosas para la salud por
su actividad antioxidante, presentando un efecto protector frente a los radicales
libres causantes de multiples procesos degenerativos (Story y col., 2010; Karipcin
y col., 2016). En particular, su consumo ha sido correlacionado con la prevencion
de enfermedades cronicas, tales como enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas asi con la de ciertos tipos de cancer (Canene-Adams y col.,
2005). Concretamente el consumo de tomate y de sus productos derivados, se ha
asociado con un menor riesgo de desarrollar cancer de tracto digestivo y de
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préstata. Por dltimo, el fruto, contiene tomatina, compuesto con propiedades

antibacterianas, antimicéticas y antiinflamatorias (Nicoleta y col., 2016).

Tabla 1.1. Composicion nutricional de tomate (por 100 g de porcidon comestible).

Hidratos de

Energia (kcal) Proteina (g) Grasa (g) carbono (g) Fibra (g)
22 1 0,11 3,5 14
Agua (g) Calcio (mg) Potasio (mg) Magnesio (mg) Zinc (mg)
94 11 290 10 0,22
Yodo (ug) Hierro (mg) Sodio (mg) Fosforo (mg) Selenio (ug)
7 0,6 3 27 Trazas
. Riboflavina Vitamina Bg Vitamina Bz . .
Tiamina (m Vitamina C (m
(mo) (mg) (mg) (mg) (mo)
0,06 0,04 0,11 0,8 26
Vitamina A Vitamina B, Vitamina D . .
Folatos Vitamina E (m
() (b9) (mg) (b) (o)
28 82,3 0 0 12

1.2.1. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos liposolubles de origen vegetal
gue el hombre no es capaz de sintetizar y necesita adquirirlos a través de la dieta,
principalmente a través de la ingesta de frutas y hortalizas. La estructura basica
es un tetraterpeno de 40 carbonos, simétrico y lineal formado a partir de ocho
unidades isoprenoides de 5 carbonos, unidas de manera que el orden se invierte
en el centro (Figura 1.4). Este esqueleto basico puede modificarse de varias
maneras por ejemplo por hidrogenacién, dehidrogenacion, ciclacion,
isomerizacion, migracion del doble enlace, acortamiento o extension de la cadena,
reordenamiento, introduccion de funciones oxigenadas o por combinaciones de
estos procesos, dando como resultado una gran diversidad de estructuras. En la

naturaleza se han aislado y caracterizado mas de 700 carotenoides, sin embargo
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solo unos 40-50 estan presentes en la dieta humana (Di Pietro y col., 2016). Su
color, que varia desde amarillo palido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro,
se encuentra directamente relacionado con su estructura y el nimero de enlaces

dobles que presenta.

HsC CHs  H3C H3C

NN OH

CHs

Figura 1.4. Estructura basica de terpenos.

Los carotenoides, atendiendo a su composicion quimica se dividen en
carotenoides hidrocarbonados o carotenos, incluyendo, entre otros, a-caroteno, 3-
caroteno y licopeno y carotenoides oxigenados o xantofilas como luteina y
zeaxantina. Los carotenoides ya sean carotenos o xantofilas, pueden ser
aciclicos, monociclitos o bicicliclos. La ciclacion ocurre en uno o ambos extremos
de la molécula, formando uno o dos anillos 8 de seis miembros (B-ionona) o
anillos ¢ (a-ionona). Asi el monociclico, y-caroteno tiene un anillo 8 mientras que
los biciclicos, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y astaxantina tienen dos de
estos anillos. Los biciclicos a-caroteno y luteina tienen cada uno un anillo 8y un

anillo € (Fraser y Bramley, 2004).

El rasgo estructural distintivo de los carotenoides es un sistema extenso de
dobles enlaces conjugados, el cual consiste en alternar enlaces carbono-carbono
simples y dobles. Esto se denomina cadena poliénica. Esta parte de la molécula
conocida como cromoforo, es responsable de la capacidad de los carotenoides de
absorber luz en la region visible y en consecuencia, de su gran capacidad de
coloracién. Son necesarios minimo siete enlaces dobles conjugados para que un
carotenoide produzca color, p.e. {-caroteno es amarillo suave. El fitoflueno con

cinco enlaces es incoloro. El color se acentia a medida que se extiende el
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sistema conjugado, asi el licopeno es rojo. La ciclacion causa algun impedimento,
por tanto el B-caroteno y el y-caroteno son de color naranja y rojo-naranja
respectivamente, aunque tienen el mismo nimero de enlaces dobles conjugados
gue el licopeno. La intensidad y matiz de los colores en los alimentos dependen
de que carotenoides estén presentes, de sus concentraciones y estado fisico
(Rodriguez-Amaya, 1999; Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004). El calor, la
exposicion a la luz, la exposicion a ciertos disolventes o la presencia de
superficies activas, promueven la isomerizacion de los carotenoides de las formas
trans (configuracion habitual y mas estable) hacia la formacion de isbmeros cis.
Esto es debido, a las repulsiones que inducen los grupos metilos laterales
(Nguyen y Schwartz, 1998; Boileau y col., 1999).

El tomate es un fruto rico en carotenoides, especialmente en licopeno
(80%-90% del contenido total) y en B-caroteno (7-10% del contenido total),

principales pigmentos responsables de su color rojo caracteristico (Figura 1.5).

\\\\\\\\\

B-caroteno

licopeno

Figura 1.5. Estructura quimica de los principales carotenoides en tomate,

licopeno y B -caroteno.

El fruto de tomate representa la fuente mas importante de licopeno en la

dieta y su contenido en este fitoquimico es considerado como criterio de calidad
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funcional, ya que posee un gran poder antioxidante, por lo que es un referente en
la prevencion de enfermedades cardiovasculares, diferentes tipos de cancer y en
general, en el envejecimiento de nuestro organismo (Arias y col., 2000; Mein y
col., 2008). A su vez, B-caroteno también es un potente antioxidante, aunque en
menor medida que licopeno. Es soluble en grasa y destaca por ser precursor de la
vitamina A (Kiokias y Gordon, 2004). Su consumo se relaciona con la disminucion
del riesgo de sufrir accidentes cerebrovasculares y cardiovasculares, asi como
fatiga cronica y enfermedades como el lupus (Hyson, 2002). Por otro lado también
es destacable el papel que juega la vitamina A en la proteccién de la vision.
(Bartley y Scolnik, 1995). El tomate también contiene otros carotenoides, los
cuales se encuentran en baja concentracibn como son y-, 6- y é&-caroteno,
neurosporeno, fitoeno vy fitoflueno, estos dos udltimos precursores de licopeno,
menos estudiados pero con propiedades funcionales reconocidas (Ramaprasad y
col., 2013).

1.2.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo en el que se han
podido identificar mas de 8000 compuestos diferentes. En general, engloban
todas aquellas sustancias que poseen uno o varios grupos fenol (anillo aromatico)
unidos a estructuras aromaticas o alifaticas (Croteau y col, 2000). Se localizan en
todas las partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo
vegetativo. Atendiendo a su estructura, los compuestos fendlicos se pueden
dividir en dos categorias: flavonoides y no flavonoides (Figura 1.6) (Waterhouse,
2002).
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COMPUESTOS FENOLICOS

-

v
O

Flavonoles Acidos fendlicos

Flavonas Hidroxibenzoicos

Flavanonas Hidroxicinamicos

Isoflavonas Taninos hidrolizables
Antocianos Estilbenos

Flavanoles

Figura 1.6. Clasificacién de compuestos fendlicos.

* Flavonoides

La estructura comun de los flavonoides consiste en dos anillos aromaticos
(A+B) conectados mediante un anillo heterociclico oxigenado (C). Este grupo, a
su vez, se divide en varias clases, siendo las mas importantes: flavonoles,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianos y flavanoles. Las distintas clases
tienen distinto nivel de oxidacion y diferentes sustituyentes en el anillo heterociclo,
mientras que los compuestos dentro de cada clase difieren en los sustituyentes de
los anillos aromaticos. Los flavonoides se encuentran en las plantas en forma de

aglicona o como glucésidos, siendo esta ultima su forma mas habitual.

Los flavonoles son los flavonoides més abundantes en alimentos de origen
vegetal. Se acumulan en los tejidos de las plantas normalmente en forma de
conjugados glicosilados y estan representados principalmente por quercetina,

kaempferol y miricetina.

Las flavonas son estructuralmente similares a los flavonoles y difieren solo
en la ausencia de hidroxilacion en la posicion 3 del anillo C. Estan principalmente

representadas en la dieta por apigenina y luteolina, encontrandose principalmente
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en apio (Apium raveolens), perejil (Petroselinum crispum) y alcachofa (Cynara

scolymus) (Crozier y col., 2006).

Las flavanonas estan representados principalmente por naringenina y
hesperidina y se encuentran principalmente en citricos (Manach y col., 2004)
aunque también se han encontrado en tomate, kiwi y banana (Krause y Galensa,
1992; Kanazawa y Sakakibara, 2000; Dégenéve, 2004).

Las isoflavonas, a diferencia de la mayoria de los flavonoides, se
caracterizan por presentar el anillo B en la posicion C3 en lugar de en la posicion
C2. Las mas comunes son genisteina, daidzeina, y gliciteina cuya distribucion es
muy limitada en el reino vegetal, encontrandose solo en grandes cantidades en
leguminosas como la soja (Dixon y Steele, 1999). Las isoflavonas son conocidas
por su actividad estrogénica y han recibido mucha atencion debido a su posible

papel en la prevencién del cancer de mama y la osteoporosis (Barnes, 2003).

Los antocianos son los principales responsables de los colores rojo, azul y
violeta de las frutas. En la naturaleza se encuentran alrededor de diecisiete
antocianos, pero solo seis de ellos (cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina,

pelargonidina y malvidina) son de importancia en la dieta.

Los flavanoles, también llamados catequinas, se encuentran como
agliconas o esterificados con acido gélico, siendo los mas comunes (+) catequina
y (-) epicatequina, los cuales se encuentran en grandes cantidades en

albaricoque, uva, mora, melocoton y nectarina (Porter, 1988; Hong y col., 2004).

* No flavonoides

Dentro de los no flavonoides, se distinguen tres grupos, acidos fendlicos
(serie benzoica y cindmica), taninos hidrolizables y estilbenos. Los &cidos
fendlicos, a su vez se clasifican en dos grupos, los derivados del acido
hidroxibenzoico y del acido hidroxicinamico. Estos ultimos son los mas comunes
en plantas, y entre ellos los acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sinaptico,

generalmente estos compuestos, estan presentes en diversas formas conjugadas,
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siendo mas frecuentes como ésteres. Se encuentran principalmente en el café,
manzana, zanahoria y tomate (Clifford, 1999; Paganga y col., 1999; Alasalvar y
col., 2001; Clifford y col., 2003).

Los taninos hidrolizables tienen como nucleo central un alcohol polihidrico
como la glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o
completamente, formando galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Estos
compuestos se encuentran principalmente en nuez, frambuesa, fresa y granada

(Espin y Toméas-Barberan, 2006).

Los estilbenos se caracterizan por la presencia de un nudcleo 1,2-
difeniletileno con grupos hidroxilo en los anillos arométicos. Pueden encontrarse
en forma de mondémeros y oligobmeros, siendo el mas conocido el resveratrol
(3,5,4'-trihidroxiestilbeno) presente en uva, vino tinto y cacahuetes (Burns y col.,
2002; Han y col., 2007).

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas donde desempefian diversas funciones
fisiologicas, tales como asimilacion de nutrientes, sintesis proteica, actividad
enzimatica, fotosintesis, formacién de componentes estructurales, alelopatia y
defensa frente a factores adversos ambientales. Los fenoles también estan
asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, etc.), las
caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de
origen vegetal. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe
principalmente a la actividad del grupo fenol (Robbins, 2003; Ké&hkoénen y col,
2001). Estos compuestos presentan una gran capacidad para captar radicales
toxicos debido a la presencia de grupos hidroxilo unidos a los anillos aromaticos
(Frontela y col.,, 2009). Numerosos trabajos describen un incremento de los
niveles de compuestos fendlicos en tejidos de plantas sujetas a condiciones de
estrés, tales como alta intensidad de luz, ataques de patégenos, lesiones y déficit

de nutrientes (Ramkrishna y Aswathanarayana, 2011).

Los compuestos fendlicos presentan un gran interés nutricional y juegan un
papel importante en la salud humana ya que ayudan a prevenir el envejecimiento,

y enfermedades como arteriosclerosis, cancer, Alzheimer y Parkinson, mediante
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la inhibicion de la formacién de radicales libres y la peroxidacién de lipidos
(Poiroux-Gonord y col., 2010). El fruto de tomate, posee entre 450-600 ug g* PF
de compuestos fendlicos, de los cuales los acidos fendlicos y los flavonoides son
los grupos mas representativos. De ellos, el conjugado mas conocido es el acido
clorogénico, que se forma de la esterificacién de los &cidos cafeico y quinico y
constituye el derivado hidroxicinAmico predominante en tomate (Clifford, 2000).
Ademas, el tomate es rico en flavonoles, que se concentran principalmente en la
piel, de los cuales las formas conjugadas de quercetina y kaempferol representan
un 98% (Stewart y col., 2000).

En un estudio realizado por Martinez-Valverde y col (2002) sobre nueve
variedades de tomate comerciales, los principales compuestos fendlicos
individuales identificados fueron &cido cumérico (hasta 0,58 mg 100 g* PF),
clorogénico (1,4-3,3 mg 100 g* PF) y cafeico (0,14-1,30 mg 100 g* PF), asi como
quercetina (0,72-4,36 mg 100 g* PF), kaempferol (0,23-0,57 mg 100 g* PF) y
naringenina (0,5-6,90 mg 100 g PF). La concentracién de estos compuestos
depende de diferentes factores, entre ellos la variedad y la época del afio en la
que se recogen los frutos (Crozier y col., 1997). También el proceso de
maduracién afecta a estos compuestos de forma diferente; mientras unos
compuestos fendlicos disminuyen conforme avanza la maduracién, otros no

sufren apenas cambios o incluso aumentan (Buta y Spaulding, 1997).

1.2.3. Vitaminas Cy E

La vitamina C es un compuesto hidrosoluble de seis atomos de carbono
que se encuentra principalmente en alimentos de origen vegetal. EI hombre
carece de la enzima que cataliza la etapa terminal de la sintesis de acido
ascorbico, la L-gulonolactona oxidasa, por lo que debe adquirirlo a través de la
alimentacion. El &cido L-ascorbico (AA) es la principal forma activa de la vitamina
C. El AA se oxida de forma reversible para formar acido L-dehidroascérbico
(ADHA), que también presenta actividad biologica (Figura 1.7). Esta oxidacion
puede ser inducida por la exposicibn a altas temperaturas, pH alto, luz o
presencia de oxigeno. Cada una de las formas derivadas del acido ascoérbico
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poseen diferentes propiedades antioxidantes y nutricionales (Davey y col., 2000;
Deutsch, 2000).

OH OH
(e}
(@) o 0
HO ‘7T HO
OH 2e-+ 2H+
HO e @) (0]
Acido Ascorbico Acido Dehidroascorbico

Figura 1.7. Estructura del acido ascérbico y de su forma oxidada, el acido

dehidroascorbico.

Una de las funciones mas claramente definida de la vitamina C en el
metabolismo de animales y plantas, es la de actuar como modulador de un gran
numero de reacciones enzimaticas que contienen hierro o cobre en el sitio activo
y que requieren AA para su maxima actividad. Este es el caso de la ferro-
dioxigenasa, involucrada en la generacion y el mantenimiento del colageno en la
piel, el cartilago y el tejido conectivo (Furusawa, 2001). En planta superiores, la
vitamina C esta directamente involucrada en multiples procesos fisiolégicos
fundamentales, entre otros muchos, la eliminacion de especies activas de
oxigeno, el control del crecimiento y del metabolismo de las células, la division
celular, la expansion de la pared celular y la sintesis de otros metabolitos
(Smirnoff y col., 2001). En humanos su consumo se ha relacionado con la
reduccion del dafio oxidativo y la mejora en procesos inflamatorios (Aguirre y May,
2008). Los vegetales son la mayor fuente de vitamina C de la dieta humana y los
procesos que determinan el contenido de esta vitamina en dichos vegetales
(sintesis y degradacién del acido ascorbico) condicionan de forma directa la
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calidad nutricional de los mismos. Concretamente en tomate, la concentraciéon de

acido ascorbico oscila entre 3 y 30 mg 100 g™ de materia fresca.

La vitamina E, hace referencia a un grupo de moléculas solubles en grasa,
donde se encuentran tocoferoles (a, B, y y 8) y tocotrienoles (a, B, y y 0). La
clasificacion de estas moléculas se basa en la naturaleza de la cadena lateral de
los isoprenoides, que o bien estd totalmente saturado o insaturado en tres
posiciones (Figura 1.8). Ademas, los sustituyentes en el anillo cromanol estan
determinadas por las formas moleculares de la vitamina E (a, B, y y 0). Esta
vitamina es un potente antioxidante y por lo tanto, su consumo se recomienda
para prevenir diversas enfermedades degenerativas cronicas (Raiola y col., 2015).
Los niveles de vitamina E en tomate estan comprendidos entre 2 y 6 mg g™ peso

fresco.

a-tocoferol

B-tocoferol

Figura 1.8. Estructura basica de tocoferoles.

17



Introduccién

1.3. Factores que afectan al desarrollo del cultivo y a la calidad del fruto

El rendimiento de los cultivos horticolas en general, y del tomate en
particular, estd condicionado por factores agronémicos y medioambientales.
Concretamente, la composicion nutritiva y antioxidante de los alimentos vegetales
ademas de estar determinada por factores enddgenos, puede ser modulada por
estimulos externos, tales como las condiciones medioambientales y determinadas
practicas agronomicas. Asi, factores como el régimen de riego (De Pascale y col.,
2001), el estrés salino (Matsuzoe y col., 1998), la temperatura, la intensidad de la
radiacion (Slimestad y Verheul, 2005) y la fertilizaciéon (Warner y col., 2004),
pueden afectar el desarrollo, composicion quimica y calidad general de los frutos

de tomate.

1.3.1. Factores agrondbmicos
1.3.1.1. Material genético

Los factores genéticos tienen gran influencia en el rendimiento, calidad
sensorial, composicién nutricional y vida postcosecha de frutas y hortalizas
(Crisosto y Mitchell, 2007). Existen evidencias de la variabilidad en el contenido
de compuestos bioactivos entre especies del mismo género y variedades de la
misma especie; Kavitha y col. (2013) observaron variaciones en la concentracion
de vitamina C, entre diferentes variedades de tomate, entre 107 y 208 mg kg. En
este mismo estudio se describen variaciones en la concentracion de carotenoides
y de compuestos fendlicos totales, entre 90 y 221 mg kg™ y entre 203 y 426 mg
kg™, respectivamente. Esto muestra la importancia del genoma de la planta sobre
la composicion de los frutos, ademas de sobre otros parametros como la
capacidad de conservacion y la resistencia a plagas y enfermedades. Ante esta
variabilidad, la seleccién varietal es esencial, ya que la obtencion de frutos de
calidad dependerd de su potencial genético ademas de las condiciones

ambientales y el manejo del cultivo.
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1.3.1.2. Nutricibn mineral

El manejo de la nutricibn mineral juega un papel esencial en el desarrollo
de los cultivos y como consecuencia, sobre la calidad del fruto, dada su
naturaleza de o6rgano sumidero. Tanto la dosis como el equilibrio entre los
nutrientes, puede afectar al crecimiento y estado fisiolégico del fruto, pudiendo
originar alteraciones tanto por deficiencia como por exceso. Aunque se ha
estudiado la incidencia de numerosos macro y microelementos sobre la calidad,
los que han despertado un mayor interés han sido nitrégeno (N) y calcio (Ca), por
participar de forma activa en numerosos procesos metabdlicos. La asimilacién de
N esta directamente relacionada con la sintesis de proteinas y carotenoides,
pudiendo afectar a la coloracion del fruto, tanto a nivel de la piel como de la pulpa
(Pereira 'y col., 2011). En general, un excesivo aporte de N se ha relacionado con
un mayor desarrollo vegetativo a costa de una menor calidad del fruto, en la
mayoria de cultivos hortofruticolas (Romojaro y col., 2006). Esto afecta no solo a
parametros nutricionales como vitamina C y aminoacidos esenciales, sino también

a la textura, tamafio final de los frutos y retrasos en la maduracion (Rueda, 2013).

Respecto a Ca, es el elemento que con més frecuencia se ha relacionado
con la calidad de los productos hortofruticolas y en especial con la textura, debido
a que participa en numerosos procesos del desarrollo y mantenimiento de la
estructura de la pared celular, por su capacidad para establecer enlaces ionicos
con los grupos carboxilados de las pectinas (Poovaiah y col., 1988). El déficit de
Ca produce fisiopatias en el fruto como la podredumbre apical o blossom end rot
(BER) en tomate (Figura 1.9) y pimiento. Estos efectos, pueden acentuarse si en
el fruto, los niveles de potasio (K) o N son elevados o los de fosforo (P) bajos
(Beverly y col., 1993).
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Baja absorcién de Ca%* por el fruto

v

Baja trasloca a2+ ala parte distal

del fruto

Fruto con apariencias visuales déeis
ideficiencia de calcio (necrosis)

Figura 1.9. Mecanismo de aparicion de podredumbre apical (BER) en fruto de

tomate.

1.3.1.3. Riego

Otro de los factores que condicionan el rendimiento, la calidad del fruto y su
conservacion, es la cantidad y momento de aplicacion del agua de riego. En
tomate es importante mantener aportes hidricos 6ptimos en periodos fisiolégicos
criticos, como el cuajado del fruto y engorde del mismo. El aporte de agua a la
planta condiciona la tasa de transpiracién de la misma, ya que determina el
gradiente de potencial hidrico entre el tejido vegetal y el aire. Una excesiva
pérdida de agua por transpiracién, produce un aumento del flujo de agua hacia las
hojas, disminuyendo en consecuencia el flujo de agua y de nutrientes hacia el
fruto, lo que afecta al rendimiento y a la calidad del mismo (Romojaro y col.,
2006). El sistema de riego y momento del aporte hidrico, también afectan a la
calidad y a la aparicion de fisiopatias y podredumbres durante la postrecoleccion.

En funcion del manejo del riego se puede conseguir un equilibrio entre
calidad y produccion. Mientras que un estrés severo por sequia induce la
reduccion de ambos parametros, cuando dicho estrés es moderado soOlo es
negativo para la produccion, pudiendo incluso mejorar algunos atributos de
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calidad (Sanchez-Rodriguez y col, 2012). Matsuzoe y col. (1998) demostraron que
un déficit de agua acelera el desarrollo de color en tomate tipo cherry. Por otro
lado, un riego excesivo en fechas préximas a la recoleccion, aumenta el tamafio
de los frutos y provoca una dilucion de los componentes celulares, con el
consiguiente rajado del fruto y pérdida de calidad sensorial (Romojaro y col.,
2006).

1.3.1.4. Sistemas de produccién

Se define “Sistema de Produccion Agricola” como un ecosistema que
cambia, maneja y administra el hombre con el fin de producir bienes que le son
Gtiles. Para modificar estos ecosistemas el hombre utiliza los factores de
produccion fuerza de trabajo, tierra y capital. Cada uno de estos factores de
produccion, tiene a su vez otros muchos factores, y su mayor 0 menor presencia,
influye en las interrelaciones entre ellos y determina la diversidad de sistemas de
produccion existentes. Asi, por ejemplo, el clima, los suelos, el modo de tenencia
de la tierra, la tecnologia disponible, el nivel de formacion, las posibilidades de
financiacion, los mercados y niveles de precios, etc., influyen y condicionan la
forma en la que se organiza la produccién agricola en cada sistema. No hay una
definicion Unica aceptada del concepto “Sistema de Produccion Agricola”, por lo
que es frecuente encontrar clasificaciones diversas de los tipos y sistemas en
funcién del objetivo que se persiga. Asi, por ejemplo, la agricultura se puede
clasificar en de secano o regadio, de monocultivo o policultivo, extensiva o
intensiva, etc., y en cada una de estas tipologias se pueden definir uno o varios
sistemas de produccion, cada uno de ellos, implicando unos determinados

cultivos, unos modos de produccion, uso de insumos, etc.

Debido a los problemas medioambientales y de salud publica que la
agricultura convencional puede provocar, han surgido otros modelos de
produccion mas respetuosos con el medio ambiente y que garantizan una mas
agricultura sostenible, como son la produccion integrada, el cultivo ecoldgico o el

cultivo sin suelo.
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En la region de Murcia el sistema de produccibn mas empleados en el
cultivo de tomate es la produccién integrada bajo invernadero. En este tipo de
agricultura se pretende aprovechar al maximo los recursos y los mecanismos de
produccion naturales, asegurando a largo plazo una agricultura sostenible,
utilizando métodos bioldgicos, tecnoldgicos y quimicos de control, y otras técnicas
0 estrategias que confieran proteccion al medio ambiente, productividad y calidad
de los productos hortofruticolas. Este sistema de produccion, ya se utiliza en el

5% de los cultivos espafioles.

Otro sistema de produccion cada vez mas demandado por los
consumidores es la produccién ecoldgica, que se define como un sistema general
de gestion agricola y produccion de alimentos que combina las mejores practicas
ambientales, un elevado nivel de biodiversidad, la preservacion de recursos
naturales, la aplicacion de normas exigentes sobre bienestar animal y una
produccion conforme a las preferencias de determinados consumidores por
productos obtenidos a partir de sustancias y procesos naturales. La produccion
ecoldgica excluye normalmente el uso de productos quimicos de sintesis como
fertilizantes y plaguicidas. Su principal problema es la menor productividad, con
reducciones de aproximadamente un 20% del rendimiento, respecto al alcanzado
para una misma superficie en sistemas convencionales (Maeder y col., 2002).
Diversos estudios han mostrado que frutas y hortalizas cultivadas bajo el sistema
de agricultura ecoldgica, tienen mejores propiedades nutricionales que los
cultivados de manera convencional (Vallverda-Queralt y col., 2012; Luthria y col.,
2010). Esto va asociado a la influencia que tienen algunas de las practicas de
este sistema de produccion sobre la calidad, normalmente asociado a un menor
aporte de fertilizantes y agua de riego, lo que da lugar a un suelo mas equilibrado.
Ademas, a menudo la planta esta mas expuesta a diferentes estreses bioticos, lo
gue a pesar de afectar negativamente al rendimiento, favorece en muchos casos
su contenido en compuestos bioactivos. Concretamente, en un estudio realizado
en tomate, se observd que el zumo de tomate ecoldgico, tenia un mayor
contenido en compuestos fendlicos y capacidad antioxidante que el procedente de
tomate cultivado tradicionalmente (Vallverdi-Queralt y col., 2012). En otro estudio,

frutos de tomate de las variedades Felicia, Izabella y Paola, cultivadas bajo
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produccion ecologica, alcanzaron mayor contenido en vitamina C y carotenoides
que las mismas variedades cultivadas de manera tradicional (Caris-Veyrat y col.,
2004). Otros estudios muestran un menor tamafo y peso de frutos ecologicos
frente a frutos crecidos en sistema convencional, pero también una mejoria en su
calidad, concretamente en la concentracion de sélidos solubles y fotoquimicos,
tales como compuestos fendlicos y vitamina C (Oliveira y col., 2013).

1.3.1.5. Técnicas de cultivo
1.3.1.5.1. Poda

La poda es una herramienta basica de adaptacion de la planta al sistema
de cultivo que se va a llevar a cabo. Es por ello que, para su aplicacion, se debe
de tener en cuenta la variedad, el portainjertos y factores de cultivo como
fertirrigacion, control fitosanitario, aplicacion de reguladores del crecimiento y
disefio y orientacién de la plantacion. La densidad de plantacién, el sistema de
poda y el entutorado deben optimizar la intercepcion de radiacion por parte del
cultivo, especialmente en la época invernal cuando la radiacion es mas limitante
ya que la reduccién de radiacion implica una reduccién lineal de la cosecha
(Cookshull, 1988). Ademas, con una poda adecuada se puede mejorar la calidad
de los frutos, tanto el calibre como las cualidades organolépticas (Romojaroy col.,
2006; Romojaro y col., 2007; Rueda, 2013). En concreto en tomate, el tipo de
poda que se realiza en la zona del sureste espafiol consiste en eliminar los brotes
laterales, con el fin de guiar verticalmente y de forma individual a la planta
mediante hilos o rafias, consiguiendo una mejor aireacion e iluminacion en la

planta.

1.3.1.5.2. Sombreo

Uno de los principales problemas de los cultivos realizados bajo
invernadero en el sureste espafiol, especialmente durante el ciclo de primavera,

es la elevada temperatura ambiental, ocasionada por altos niveles de radiacion
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incidente. Esto provoca situaciones prolongadas de estrés, que a menudo impiden
un desarrollo 6ptimo del cultivo (Gonzalez-Real y Baille, 1998). La técnica mas
empleada tradicionalmente para reducir este aumento de temperatura, es el
sombreo mediante blanqueo de la cubierta (Pérez-Parra y col.,, 2001). Sin
embargo, esta técnica destinada a mejorar el rendimiento de las cosechas,
presenta algunos inconvenientes como la falta de homogeneidad y la
imposibilidad de graduar con precision el nivel de sombreo. Una alternativa mas
tecnificada es el empleo de mallas o pantallas moviles, que permiten una gestion
mas eficiente del sombreo. Con ambas técnicas, ademas de reducir la
temperatura ambiental, también se reduce la radiacion, lo que puede repercutir
tanto en el desarrollo de las plantas, como en la calidad y composicion final de los
frutos. Asi, un sombreo excesivo puede provocar que las plantas se ahilen y
aumente la incidencia de aborto floral (especialmente en tomate, pimiento y
berenjena). La polinizacion y el tamafio final del fruto también se ven afectados
por la baja luminosidad (Van de Voorent, 1986). Todo esto hace que, para la
gestion de los sistemas de sombreo automatizados, se deba tener en cuenta
aspectos tales como el desarrollo del cultivo en cuestion, la radiacion y las

temperaturas.

1.3.2. Factores medioambientales
1.3.2.1. Factores abioticos

El efecto de los factores ambientales sobre los cultivos ha cobrado gran
relevancia en los ultimos afios, debido principalmente a los cambios ambientales
asociados al llamado “cambio climatico”. Las fluctuaciones a corto y largo plazo
de las pautas del clima, pueden tener una gran repercusion en la produccion
agricola, reduciendo drasticamente el rendimiento de las cosechas. Estos
cambios en el entorno productivo, requieren adecuar el manejo del cultivo a las
nuevas exigencias fisioldgicas de la planta. En condiciones de campo, la mayoria
de los factores ambientales que influyen en el desarrollo del cultivo son
dificilmente modulables y se ha comprobado que tienen una gran influencia tanto

en el rendimiento como en la calidad y valor nutricional de numerosos productos.
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El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es fundamental
para el adecuado desarrollo del cultivo, ya que todos se encuentran
estrechamente relacionados y la actuacion sobre uno de estos incide sobre el
resto (Rothman y Tonelli, 2010).

1.3.2.1.1. Luz

Aunque es dificil correlacionar la composicion de los frutos con las
condiciones medioambientales, existen evidencias de que la luz puede afectar al
contenido de compuestos antioxidantes de los frutos, probablemente debido al
papel fotoprotector de estos compuestos (Dumas y col., 2003; Gautier y col.,
2008). La luz es un estimulo que activa un amplio rango de genes en las plantas,
relacionados con la fotosintesis y fotomorfogénesis. Algunos estudios, describen
qgue la luz regula procesos tan importantes como la activacion de genes que
inducen la biosintesis de carotenoides y que estos metabolitos son requeridos
durante la fotosintesis en plantas y algas (Woitsch y Romer, 2003; Briggs y col.,
2007).

Tomate es un cultivo clasificado como planta de dia neutro (PDN), es decir,
florece independientemente de la longitud del dia, aunque requiere buena
iluminacién (Calvert, 1973). La limitacién luminica reduce la fotosintesis neta de la
planta y, por lo tanto, implica una mayor competencia por los fotoasimilados,
incidiendo de forma negativa sobre el desarrollo vegetativo y los procesos de
floracion y fecundacién, afectando finalmente a la produccién (Aung, 1976). En
particular, en tomate, la luz juega un papel fundamental en la concentracién de
metabolitos de interés, como vitamina C (Rosales y col., 2006; Gautier y col.,
2009), carotenoides (Becatti y col., 2009) y compuestos fendlicos (Luthria y col.,
2006). En los momentos criticos durante el periodo vegetativo, resulta crucial la
interrelacion existente entre la temperatura diurna y nocturna y la luminosidad
(Rothman y Tonelli, 2010). Valores de radiacién total diaria en torno a 0,85 MJ m™
son los umbrales considerados minimos para la floracion y cuajado, siendo
preferible mayor iluminacién en menor periodo de tiempo que iluminaciones mas

débiles durante mas tiempo (Kinet, 1977).
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1.3.2.1.2. Temperatura

El tomate es una planta termoperiédica, que crece mejor con temperatura
variable que constante, siendo las diferencias térmicas optimas noche/dia de 6 a
7 °C (Went, 1957). Durante la fase de crecimiento vegetativo, temperaturas
alrededor de 25 °C favorecen el crecimiento foliar, a expensas del 4pice, mientras
gue a temperaturas mas bajas (15 °C) ocurre lo contrario. Calvert (1973) sugirié
como temperaturas optimas de cultivo, 25-22/18-15 °C (dia/noche). Debido a su
cultivo se desarrolla principalmente en zonas aridas y semiaridas, el estrés por
altas temperaturas se convierte en uno de los principales problemas que limita su
correcto desarrollo. Ademas, es uno de los factores precosecha que mas afectan
a la calidad del fruto, pudiendo originar un amplio abanico de alteraciones. La
magnitud del dafio depende de la temperatura alcanzada, tiempo de exposicion,
estado de desarrollo del fruto, etc. El estrés causado por altas temperaturas
provoca importantes cambios en la planta tanto a nivel fisiolégico, bioquimico y
molecular (Chaves-Barrantes y Gutiérrez-Soto, 2017). El estrés térmico suele ir
asociado a déficit hidrico y cierre estomatico (Wabhid y col., 2007), lo que reduce la
cantidad de CO, disponible para la planta y disminuye la relacion CO,/O, en los
cloroplastos (Foyer y Noctor, 2005). Estos cambios afectan en gran medida a la
eficiencia de la fotosintesis, siendo ésta un proceso muy sensible a la alta
temperatura (Wise y col., 2004). Durante la floracion, la temperatura 6ptima para
un buen cuajado es de 22 °C (Rylski, 1979). Temperaturas por encima de 26/20
°C (dia/noche) durante la fructificacion provocan aborto floral y limitan el cuajado
(Stevens y Rudich, 1978; EI-Ahmadi y Stevens, 1979). Por otro lado, temperaturas
inferiores a 10 °C plantean problemas de fecundacion que disminuyen la
produccion. Para paliar estos efectos negativos, se utilizan tratamientos
mecanicos 0 quimicos para mejorar la polinizacion y fructificacion (Rylski, 1979;
Callejon, 2003).

En el fruto, el efecto directo de la alta temperatura induce dafio en
membranas celulares, proteinas y acidos nucleicos y de forma indirecta, inhibicion
de la sintesis de pigmentos y/o degradacion de los ya existentes, produciéndose
una amplia gama de sintomas de escaldado y quemaduras. En manzanas, fresas

y peras se ha puesto de manifiesto una relacion entre firmeza y temperatura, la
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cual se mantiene mejor a temperaturas bajas (Sams, 1999). En algunos casos se
aprecian efectos globales que afectan a la maduracion, inhibiéndola o
acelerandola, como en platano y calabaza respectivamente. Concretamente en
tomate, cuando las condiciones de alta temperatura se prolongan durante un largo
periodo, puede afectar a la fisiologia y morfologia de los frutos (Peet y col., 1997,
Camejo y col.,, 2005). Algunos de estos efectos pueden verse amplificados
cuando las altas temperaturas estan asociadas a una radiacion solar intensa,
afectando no solo a las alteraciones de color (pardeamientos) sino también a las
propiedades organolépticas, debido a cambios en el contenido en sélidos solubles
y acidez valorable. Las altas temperaturas también pueden provocar la aparicion
de BER, fisiopatia muy comun en cultivos de tomate y pimiento consistente en la
podredumbre apical de los frutos que los invalida comercialmente. Esto es debido
a que el aumento de temperatura provoca una disminucion de la transpiracion,
limitando el transporte de Ca a los frutos (Adams y Ho, 1992). Dependiendo del
cultivo, la temperatura puede tener mayor o menor influencia en la calidad
nutricional, por ejemplo, aunque temperaturas inferiores a 20 °C favorecen el
aumento de la vitamina C en diversos cultivos horticolas, tomate la acumulacion
maxima tiene lugar entre 27 y 30 °C (Shewfelt, 1990).

1.3.2.1.3. Salinidad

Debido a su clima semiarido, en la Region de Murcia la salinidad del suelo
y aguas es uno de los principales factores que limita al crecimiento y produccion
de los cultivos agricolas. Las principales sales que se encuentran en los suelos y
que afectan negativamente a la produccion vegetal son cloruros (CI) y sulfatos de
sodio (Na,S0,), calcio (Ca®"), magnesio (Mg®") y potasio (K*), siendo Na*, Cl.y
S0O4* los iones mas perjudiciales para las plantas (Munns y Tester, 2008). Las
causas principales de la salinizacion del suelo suelen ser el uso excesivo de
fertilizantes, utilizacion de aguas de mala calidad, suelos asfixiantes y la tala de
vegetacion arborea que favorezca la lixiviacion a aguas subterraneas. El tomate
es un cultivo que puede ser utilizado en zonas donde la calidad del agua y del

suelo seria muy limitante para otros cultivos, ya que es moderadamente sensible
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a la salinidad, con valores Optimos de conductividad de la disolucién de riego
entre 3y 5 dSm™ (Cuartero y Fernandez Mufioz, 1999).

Uno de los principales efectos negativos de la salinidad para el desarrollo y
rendimiento de las plantas es el “efecto osmotico”, relacionado con la disminucién
del potencial osmético del agua en el medio radicular. La consecuencia directa del
mismo es la disminucion de la disponibilidad de agua para las raices por una
disminucién de la energia libre del agua en el suelo, debido a la presencia de
sales solubles (Bernstein y Hayward, 1958). Para combatirlo, la planta tiene
mecanismos como es la acumulacion de iones y de solutos compatibles en los
organulos. Algunos de los iones acumulados bajo estas condiciones son
esenciales para el correcto crecimiento y desarrollo de un cultivo, como el potasio
(K), aunque la mayoria de compuestos son solutos organicos, como azucares
simples (principalmente glucosa y fructosa), alcoholes derivados de azucares y
azucares complejos (manitol), ademas de diferentes aminoacidos, como la
prolina, y compuestos amonio cuaternarios, como la glicina betaina (Yokoi y col.,
2002). La acumulacion de dichos compuestos permite a las células el disminuir su
potencial osmotico, hecho que facilita el movimiento del agua hacia el interior de
las células de las raices. Por otro lado, la salinidad provoca un “efecto especifico”
asociado a los desequilibrios i6nicos producidos en las células normalmente por la
absorcién y acumulacion masiva de iones, como CI" y Na*, en concentraciones
toxicas para las plantas. Esta acumulacion origina una cadena de efectos
secundarios, como son problemas de toxicidad especifica y de desequilibrio
nutricional, vinculados a la menor absorcion de iones esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Yokoi y col., 2002). Asi, elevadas
concentraciones de Na en la solucion externa, causan una disminucion en las
concentraciones de K y Ca en los tejidos de las plantas (Hu y Schmidhalter,
1997).

1.3.2.1.4. Humedad

Bajo invernadero, la humedad ambiental juega un papel relevante en el
desarrollo del cultivo. El aire se enriquece de vapor de agua por evaporacion del
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suelo y por transpiraciéon de las plantas, como mecanismo para refrigerarse,
transportar nutrientes y regular su crecimiento. La transpiracion depende del
déficit de saturacion entre los estomas y el aire. Cuando los déficits de saturacion
son demasiado altos o demasiado bajos influyen en la fisiologia del cultivo y su
desarrollo (Huertas, 2008).

Los valores de humedad para el cultivo de tomate oscilan entre 70 y 80%
(Winspear y col., 1970), y siempre inferiores al 90%, ya que valores superiores
favorecen el desarrollo de enfermedades, especialmente la provocada por Botrytis
(Harper y col., 1979; Hurd y Sheard, 1981). En condiciones de baja humedad
relativa la tasa de transpiraciéon aumenta, lo que puede provocar, especialmente
en fase de fructificacion cuando la actividad radicular es menor, estrés hidrico,
cierre estomatico y reduccion de la fotosintesis (Rawson y col., 1977). Por otro
lado, valores excesivos de humedad reducen el cuajado del fruto en tomate (Van
Koot y Van Ravestjin, 1963). Los efectos negativos de la alta humedad relativa
pueden ser mas drasticos si se combinan con baja iluminacién, reduciéndose la
viabilidad del polen (Burns y col., 1979). Ademas, bajo estas condiciones, se ve
limitada la evapotranspiracion del cultivo, reduciendose la absorcion de agua y
nutrientes y generandose un déficit de elementos como Ca lo que induce
desérdenes fisioldgicos (podredumbre apical) (Adams, 1980; Hurd y Sheard,
1981).

1.3.2.2. Factores hidticos

Los factores bidticos son todos aquellos organismos vivos que
interaccionan con la planta, tanto de manera beneficiosa, como por el contrario
distorsionando su homeostasis. Entre los organismos que interaccionan de forma
beneficiosa, se encuentran especies de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGRP), hongos micorrizicos, nematodos beneficiosos, ciertos protozoos,
algas y microartropodos (Johansson y col., 2004). Estos organismos pueden
promover numerosos procesos fisiolégicos de la planta (desarrollo radicular,

regulacion de la actividad metabdlica de la raiz), mejorar determinadas
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propiedades fisicas y quimicas del suelo, asi como actuar como rizoremediadores
(Gonzéalez-Chévez, 2005).

Los principales factores bidticos que afectan el crecimiento de las plantas
incluyen plagas y patdgenos. Las principales plagas que afectan al cultivo de
tomate en la zona del sureste espafiol son: Diferentes especies de mosca blanca
Bemisia tabaci y Trialeurdores vaporariorum, no solo por los dafios que puedan
hacer directamente sobre el cultivo, sino por ser vectores de virosis ToCV (virus
de la clorosis del tomate) y TICV (virus infeccioso de la clorosis del tomate);
Pulgones, que son insectos homoépteros como la mosca blanca, y que también
pueden ser vectores de virus como CMV (virus del mosaico del pepino y PVY
(virus Y de la patata); Trips, Frankliniella occidentalis, insectos muy polifagos que
ademas de causar dafios directos sobre el cultivo, son vectores del virus del
bronceado del tomate (TSWYV); Tuta absoluta, lepiddptero que constituye una de
las plagas que mas problemas ha causado en las producciones de tomate en los
ultimos afios causando galerias en frutos y hojas, y asi, invalidando el producto.
Debido a su dificil control se establecen medidas a nivel comarcal; Orugas o
gusanos, que pueden pertenecer a distintas especies de lepidépteros como la
oruga medidor, heliotis, rosquilla verde y negra; Por ultimo, otro grupo de plagas
gue destaca en tomate son los acaros, como arafia roja (Tetranychus urticae) y el

acaro del bronceado o vasates (Aculops lycopersici).

En cuanto a los patdgenos causantes de enfermedades, destacan por un
lado las producidas por hongos como Oidio, Botrytis, Alternaria, Mildiu, etc., y por
otro, las producidas por bacterias, menos frecuentes pero que presentan dafos
intensos en las plantaciones afectadas, entre ellas, Pseudomonas, Erwinia y
Clavivacter. Otro grave problema es la infeccidon por nematodos, principalmente

diversas especies de Meloidogyne, en el caso de tomate.
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1.3.2.3. Respuesta de la planta a factores abioticos y bibticos

La respuesta de la planta a cualquier estimulo exégeno, es la consecuencia
de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de sefializacion (Figura
1.10). En el caso de infeccién por patdégenos, la transmision de la sefal esta
mediada por hormonas como etileno, acido abcisico (ABA) y acido jasmonico
(Dong, 1998; Feys y Parker, 2000). La sefial generada por estas hormonas, es
transportada en cascadas moleculares complejas hasta llegar al nacleo celular,
donde participan tanto en la activacidn como en la represion de la transcripcion de
ciertos genes de respuesta al estrés (Azcon-Bieto y Talén, 2008). Algunas de
estas moléculas, como el caso de ABA, también participan de forma activa en la
sefalizacion de muchas de las respuestas de la planta al estrés abiotico (Arbona
y Gomez-Cadenas, 2008; Albacete y col, 2009). En general, la exposicion de las
plantas a condiciones desfavorables (abibticas y bibticas), desencadena un estrés
oxidativo, es decir, una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Arbona y col, 2008) (Figura 1.11). Esta produccion descontrolada de ROS puede
causar dafo celular, rotura de complejos ADN/ARN, oxidacion de proteinas y
peroxidacion lipidica, entre otros procesos. De entre las ROS producidas en
plantas, el ion superdxido (O°) y el peréxido de hidrégeno (H,0,), son los mas
importantes debido a su alta toxicidad, su permeabilidad a través de la membrana
y sus niveles de acumulacion en la célula (Gil y Tuteja, 2010). Para protegerse de
los dafios del estrés oxidativo, la planta ha desarrollado una poderosa maquinaria
de defensa antioxidante que incluye sistemas de defensa enzimaticos (superéxido
dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, etc.) y no enzimaticos (ascorbato,
glutatiéon, compuestos fendlicos, aminoacidos no proteicos y a-tocoferol) (Szalai y
col., 2009).

Un ejemplo de la complejidad de la respuesta de la planta ante un estrés,
es el mecanismo descrito por Miranda-Ham y Castro-Concha (2009) y Vizinaiz
(2004), en plantas de tomate infectadas con Phytophthora infestans. Dichos
autores demostraron la existencia de interconexiones complejas entre la
regulacion secuencial y concertada de las actividades de las enzimas
antioxidantes y el estado redox intracelular, que a su vez estan mediando el

encendido y apagado de la sintesis de otras moléculas como el acido salicilico, el
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acido jasmonico y el 6xido nitroso, que amplifican y regulan otros mecanismos de
defensa. Otros autores han descrito un amplio nimero de interacciones entre las
diferentes rutas de sefalizacion, como es el caso de los jasmonatos con otras
rutas de sefalizacion hormonal como la del etileno, acido salicilico, auxinas o
acido abcisico (Turner y col., 2002; Rojo y col., 2003). Ademas, también puede
haber interacciones antagonistas entre ellas, lo que complica ain mas su estudio.
Asi, algunos trabajos muestran que el acido salicilico inhibe la sintesis y
activacion de genes de respuesta al acido jasmoénico en casos de herida sistémica

en tomate y patata (Doares y col., 1995; Harms y col., 1998; Niki y col., 1998;

O’donnell y col., 1996).
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Figura 1.11. Factores que desencadenan un estrés oxidativo.

1.4. Bioestimulantes y elicitores

El término bioestimulante engloba cualquier sustancia o microorganismo
aplicado a planta, semilla o sistema radicular que, independientemente de su
contenido nutricional, es capaz de estimular procesos metabdlicos en la planta,
mejorando su eficiencia nutricional, sus atributos de calidad y/o su tolerancia a
estreses abibticos (Le Mire y col., 2016). Estos compuestos no tienen efecto
directo sobre plagas ni enfermedades. Son normalmente extractos de plantas,
sustancias, microorganismos y/o mezclas heterogéneas de estos (Du Jardin,
2015). Esto hace dificil definir su mecanismo de accion y dificulta la
reproducibilidad de sus efectos. En general, los bioestimulantes tienen efecto
sobre funciones fisioldgicas como el crecimiento radicular y el transporte de
micronutrientes desde las raices a los brotes, incrementando su concentracion en
los tejidos, ademas de estimular la expresion de genes que codifican dicho flujo
de nutrientes (Billard y col., 2014). Existen evidencias de que los bioestimulantes,
activan respuestas implicadas en el desarrollo y produccion de la planta, bajo un
amplio rango de condiciones ambientales adversas (estrés abiotico) aumentando

la tolerancia de esta (Mejia-Teniente y col., 2010; Takatsuji y col., 2010). Como
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consecuencia de esta respuesta al estrés abibtico, se activa la sintesis de
metabolitos secundarios con actividad biolégica e interesantes propiedades para
la salud, como son vitamina C y polifenoles. Por ello, los bioestimulantes pueden
convertirse en una herramienta potencial para mejorar las caracteristicas
organolépticas y el valor nutricional de los frutos, aspecto muy valorados y
demandados por el consumidor, a la vez que se mejora se productividad en
condiciones ambientales adversas (Sudha y Ravishankar, 2003; Karuppusamy,

2009; Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011).

El concepto tradicional de elicitor se refiere a moléculas capaces de inducir
la sintesis de fitoalexinas en planta, en ausencia de agentes patégenos (Keen y
col.,, 1972; Albersheim y Valent, 1978). En la actualidad, esta definicion se ha
extendido para cualquier molécula que puede activar mecanismos de defensa de
la planta contra patégenos (Dzhavakhiya y Shcherbakova, 2016). Estas moléculas
activadoras hacen referencia a un amplio rango de compuestos, los cuales
pueden ser derivados a partir de plagas u de otros microorganismos, asi como a
partir de preparados biolégicos de origen vegetal o de analogos producidos

sintéticamente (Tabla 1.2).

A menudo, una misma molécula puede tener propiedades elicitoras de la
respuesta de la planta al estrés bidtico, y propiedades bioestimulantes. Ademas,
existe una correlacion entre los mecanismos que desencadenan el estrés biotico y
abidtico. Todo ello hace que la clasificacion de una molécula en la categoria de
elicitor o bioestimulante sea a menudo complicada, y se presente de forma

confusa en la bibliografia.

1.4.1. Modo de accioén de elicitores

Los elicitores son capaces de inducir los sistemas de defensa de la planta
ante un estrés biotico. Asi, pueden promover la sintesis de metabolitos con
actividad biologica, tanto en ausencia de un estrés como en presencia de este,
pudiendo mejorar la calidad funcional de los vegetales y su tolerancia a

condiciones desfavorables (Figura 1.12).
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La principal aplicacion de estas moléculas en agricultura ha sido promover,
en plantas no infectadas, la resistencia inducida a diversas plagas vy
enfermedades (Shang y col., 2011). El estudio de estas moléculas ha cobrado
gran importancia en los Ultimos afos, ya que suponen una alternativa o permiten
disminuir el uso de agroquimicos convencionales, evitando resistencias y asi,

cubrir la demanda de productos libres de residuos.

ELICITOR
(emisor)

N

Senal

™~

RECEPTOR
Transmision

de la Senal

(fitohormonas)

~N

RESPUESTA

Figura 1.12. Modo de accion de un elicitor.

Existe una amplia gama de sustancias elicitoras capaces de inducir
resistencia, que segun su procedencia se pueden clasificar en: origen bidtico y
abidtico (Riveros, 2001) (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Moléculas y agentes bidticos y abiéticos, inductores de resistencia.

Origen bidtico

Origen abidtico

Hongos, bacterias, virus, nematodos,
insectos

Fragmentos de pared
bacterias

Fracciones de pared celular de hongos
Fragmentos de pared celular de
células vegetales

Liquido intercelular extraido de plantas
infectadas

Extractos de origen vegetal
Preparacion de cultivos en crecimiento
bacterias, levaduras e insectos

Fluido de esporas en germinacion de
hongos

Preparacion a partir de aparatos
bucales y secreciones de insectos
Laminaria, quitosano, quitin, quitin
coloidal y glucanos

celular de

Fosfato de potasio o sodio

Especies de oxigeno activo (AOS): &cido
per-acético

Cloruro férrico, Aliette (fosetil-Al)
Aminoacidos no esenciales: glicina, &cido
glutamico...

Vitaminas (riboflavina)
esenciales (DL-triptofano)
Acido (m- o p-) -hidroxibenzoico

Acido sallicilico, salicilico metil éster, etileno

y aminoécidos

Derivados acidos
protocatéquico
Polifenoles, fluroglucinol, &cidos galico

fendlicos, isovanilico,

Polisacaridos (D-galacturénico) y 4&cidos
grasos (linoleico)

Paracuat, acifluorfen, clorato de sodio, oxido
nitrico

Benzo (1,2,3) thiadiazolel-7-carbothioic
acido-methyl ester probenazole
Penantroline y sales de metales

Esta tesis incluye un estudio sobre la respuesta de la planta a diferentes

elicitores con efecto bioestimulante, en particular, acido salicilico, metil jasmonato,

guitosano y un brasinoesteroide (2,4-epibrassinolido).

1.4.2. Acido salicilico (AS)

El acido salicilico (AS), es un compuesto fendlico simple que deriva del

acido benzoico. El esqueleto del acido salicilico esta formado por fenilpropanoides

que han perdido un fragmento de dos carbonos de la cadena lateral (Avalos y

Pérez-Urria, 2009) (Figura 1.14). En las plantas, los compuestos fendlicos estan
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relacionados con el metabolismo secundario e incrementan su presencia como
proteccion quimica en mecanismos de resistencia y defensa de la planta ante un
estrés (Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011). El AS, se encuentra en los
tejidos de las plantas tanto en forma libre como conjugada. Las formas
conjugadas son glucésidos, ésteres, amidas y acidos dihidroxibenzdicos. Algunos
autores describen que cuando se requiere de AS, una parte proviene de las
reservas de las formas conjugadas (Hennig y col., 1993), mientras que otra parte

proviene de la actividad de la PAL (sintesis de novo) (Raskin, 1992).

OH

Figura 1.14. Estructura del acido salicilico.

Algunos autores han descrito que AS se encuentra involucrado en
procesos relacionados con el retraso de la senescencia y la induccion de la
floracion y tuberizacibn (Bourbouloux y col.,, 1998). Ademds, entre otras
propiedades se ha definido su capacidad termogénica y alelopatica (Raskin,
1992). Concretamente, en plantas sometidas a diversos estreses, este compuesto

destaca por su papel en la respuesta celular relacionada con el dafio oxidativo.

1.4.3. Metil jasmonato (MJ)

El &cido jasmonico, sus moléculas relacionadas y derivados, se denominan
jasmonatos. Son compuestos de origen vegetal de naturaleza lipidica, con
estructura molecular similar a la de las prostaglandinas animales. Los jasmonatos

se sintetizan a través de la via octadecanoide, a partir de los acidos grasos no
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saturados linolénico o linoléico, que se liberan desde los fosfolipidos de las
membranas celulares por la accién de lipasas (Schaller y col., 2005; Wasternack y
col.,, 2006) (Figura 1.15). Concretamente, el metil jasmonato es un compuesto
natural de caracter volatil, derivado del acido jasmonico (Ruiz, 2014). Esta
catalogado como hormona, al igual que el AS, ya que en concentraciones bajas y

distantes de su lugar de sintesis, pueden inducir respuesta en la planta.

Lipidos de membrana

Fosfolipasas
(PLD. DAD)
QOH
Acida graso Lipoxigenasa =
desalurasa (FAD) N R
COCH CooH —— ™ COOH

Acido ce-linoleico (18:2) Acido er-linolénico (18:3) Acido 13(5)-hidreperoxiinolénico

Aleno-oxidasa
sintasa (ADS)

0
=
| COOH

Acido 12,13(3)-epoxilinclanico

Aleno-oxidasa
ciclasa (AQC)

¢}

Q
"\=/’\\
COOCH, o~

Metil-jasmonato ) .
Acido 12-cxe-cis-10,15-filedienoico

{12-0x0-PDA}
Jasmenato metil 12-0x0-PDA
Iransferasa (JMT) reductasa
o) Q 0
“SN=r"N (Isomerizacitn) — (B-oxidacion) —
COOH ; COOH ¢ COOH
‘ Acido (-) - jasmdnico ‘ Acido (+)-T-lsojasmdnico Acido 3-2-(cis-2'-pentenil)-

ciclopentanc-1-octancico

Figura 1.15. Ruta de biosintesis de metil jasmonato.

Metil jasmonato (MJ) actia como molécula sefial de la respuesta de las

plantas a diversas situaciones de estrés (heridas, atague por patdogenos y plagas,

38



Capitulo 1

exposicién a sequia, etc.) y participa en diversos procesos del crecimiento y
desarrollo de las plantas (Creelman y Mullet, 1997; Farmer y col., 2003). Ademas
esta implicado en el metabolismo secundario y sintesis de pigmentos (Cheong y
Choi, 2003; Rohwer y Erwin, 2008). MJ tiene una actividad similar al mediador
quimico del que deriva (acido jasmonico), por lo que es capaz de activar las
enzimas responsables de la biosintesis de polifenoles, como la fenilalanina amino
liasa en lichis (Yang y col., 2011), melocotones (Jin y col., 2009), manzanas, uva
de mesa, fresas (Heredia y Cisneros-Zevallos, 2009), produciendo un aumento de

los fenoles totales presentes en estas frutas.

La aplicacién de MJ en tratamientos precosecha ha mostrado su capacidad
de aumentar los niveles de flavonoides y producir cambios en la sintesis de
compuestos volatiles (Percival y Mackenzie, 2007; Wang y col., 2008a).
Numerosos estudios realizados en brasicas muestran que aplicaciones exégenas
de AS y MJ, inducen la formaciébn de flavonoides, fenilpropanoides vy
glucosinolatos, todos ellos relacionados con el metabolismo secundario e
involucrados en gran cantidad de actividades de regulacion en las planta (Liang y
col., 2006a; Liang y col., 2006b; Mikkelsen y col., 2003). Por otra parte,
tratamientos postcosecha con MJ aumentaron los niveles de antocianos y fenoles
totales en diversos cultivos como tomate (Tzortzakis y Economakis, 2007),
granada (Sayyari y col., 2011) y fresa (Moreno y col., 2010).

1.4.4 Quitosano (Q)

El quitosano es uno de los pocos polisacaridos catidnicos naturales. Se
deriva de la quitina, mediante la desacetilacion de la misma en condiciones muy
alcalinas y a alta temperatura (Pastor e Higuera, 2004). Es un polisacéarido lineal
gue estd compuesto por dos tipos de unidades estructurales, distribuidas de
manera aleatoria a lo largo de la cadena N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina,
las cuales se encuentran unidas entre si por enlaces del tipo  (1-4) glicosidicos.
Desarrolla carga positiva en medio acido (pH<5,5), debido a la protonacion del
grupo amino presente en cada una de sus unidades glucosamina (Figura 1.16).

Esto lo hace soluble en medio acuoso, a diferencia de su polimero matriz la
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quitina y, segun muchos autores, le confiere una mayor actividad biocida
(Helander y col., 2001; Devlieghere y col., 2004).

OH OH OH OH OH OH
+HA
0 _ 0
NH
[}

NHg NH, NH aNH3 & NH3
0=t 0=¢ ) e
A
CH3 CH3 A

Figura 1.16 . Estructura del quitosano en funcion del pH del medio.

Este biopolimero de origen natural se ha convertido rapidamente en una
alternativa prometedora para la agricultura, debido a su excelente capacidad de
formar peliculas, unido a que no produce contaminantes, es biocompatible, no
presenta toxicidad, es naturalmente abundante y renovable y posee propiedades
antimicrobianas (Khan y col., 2000). Segun Chang y col. (1998), la aplicacion de
quitosano aumenta la produccién de mentol en cultivos de menta. Ademas,
incrementd la formacion de barreras fisicas y estimulé hidrolasas en raices y
hojas de pepino (ElI Ghaouth y col., 1994). En cacahuete, aplicaciones exégenas
de quitosano aumentaron los niveles enddégenos de acido salicilico, quitinasa
intracelular y gluconasa (Sathiyabama y Balasubramania, 1998). En tomate, el
recubrimiento de semillas con quitosano, produjo la expresién de reacciones de

defensa de la planta (Benhamou y col., 1994).

1.4.5. Brasinoesteroides y analogos

Los brasinoesteroides (BR) son compuestos esteroidales, que tienen la
capacidad de estimular el crecimiento de las plantas. Derivan de la via de los
terpenoides, igual que otros grupos hormonales como citoquininas, giberelinas,
ABA, etc. Los BR mas comunes y abundantes corresponden a castasterona,
brasinolida, tifasterol y teasterona. La estructura basica de un BR natural esta

constituida por varios anillos, existiendo formas con 27, 28 y 29 carbonos (Figura
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1.17). Se encuentran localizados principalmente en los plastidios almacenados en
granulos de almidén (Sasse, 1991; Taylor y col., 1993).

Figura 1.17. Estructura de 2,4-epibrassinolido

Se ha demostrado que los brasinoesteroides influyen en procesos como la
germinacion, rizogénesis, floracion, senescencia, abscisién y en los procesos de
maduracion. Los brasinoesteroides también confieren resistencia a las plantas
frente al estrés bidtico y abidtico, por lo que se les considera como una nueva
clase de hormonas vegetales con efectos pleiotropicos (Figura 1.18). Algunos
autores describen gue la aplicacién exdgena de estos compuestos, provoca una
inusual actividad promotora del crecimiento (Mitchell y col., 1970). Ademas,
fortalecen la resistencia de las plantas a las plagas y a factores de estrés abiotico
como la salinidad, la sequia y los cambios bruscos de temperatura, asi como a
agentes quimicos agresivos como plaguicidas y herbicidas (Sasse, 1991, Fujioka
y Sakurai, 1997). Estudios recientes muestran diversas propiedades fisioldgicas
de los brasinoesteroides (Salgado y col.,, 2008; Hernandez y Garcia-Martinez,
2016), lo que permite considerarlos como sustancias naturales, altamente
promisorias, respetuosas con el ambiente, apropiados para aumentar la

autoproteccién de las plantas y aumento de la produccion agricola.
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BRASINOESTEROIDES

/\.

ESTRES ABIOTICO

Estrés oxidativo,
hidrico y salino

» Aumento de la actividad
enzimatica: SOD, CAT, APX
» Aumento de la tasa de
fotosintesis neta

Estrés osmotico
(sequia, salinidad, frio)

ESTRES BIOTICO

Hongos, bacterias y virus

* Estimulode la sintesis de ABA
y etileno

* Incremento del nivel AS

» Estimulo de la sintesis de
proteinas de defensa

* Aumento del nivel de ABAy prolina

Estrés por metales pesados

* Aumento del nivel de glutation y
fitoquelatinas

* Aumento de la tasa de fotosintesis neta
* Estimulo del metabolismodel nitrogeno

Estrés termico

* Aumento del nivel de proteinas
de defensa

Aplicacion de pesticidas

* Aumento de |la asimilacion
de CO,

* Aumento de la tasa de
fotosintesis neta

Figura 1.18 . Efecto de los BR en plantas sometidas a distintos tipos de estrés.
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OBJETIVOS

El tomate es la hortaliza ma&s importante tanto en consumo como en
produccion a nivel mundial y su popularidad aumenta constantemente. En la
Region de Murcia supone un elevado porcentaje de la produccion agricola, lo que
la sitia como una de las principales productoras en el ambito nacional. Ademas
de su gran importancia a nivel socio-econémico, el tomate es considerado un
producto de gran valor nutricional, con un alto contenido en compuestos
bioactivos con propiedades beneficiosas para la salud. Entre los factores que
limitan el cultivo de tomate en la Region, disminuyendo el rendimiento y en
consecuencia, ocasionando importantes pérdidas econdmicas, destaca la alta
temperatura. Este problema se ve acrecentado por el hecho de que la mayor
parte de la produccion se lleva a cabo bajo invernadero, durante los meses de
primavera y verano en los que se alcanzan valores de temperatura muy
superiores a los considerados 6ptimos para este cultivo. A este problema se le
aflade la escasez de recursos hidricos de buena calidad, resultado de la escasa
pluviometria propia de zonas de clima semiarido. Los problemas de salinidad de
suelos y aguas que se generan, pueden intensificar los efectos negativos de la

alta temperatura sobre la produccién y calidad de tomate.

El objetivo principal de esta tesis fue conocer la influencia de la alta
temperatura sobre el rendimiento y la calidad de tomate, en particular sobre la
acumulacion de metabolitos relacionados con la calidad organoléptica y
nutricional del fruto, y establecer diferentes estrategias agrondmicas basadas en
el manejo de la nutricion mineral, la utilizacion de mallas de sombreo y la
aplicacion de bioestimulantes, para minimizar los efectos negativos del estrés

térmico. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:
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. Evaluar la idoneidad de la variedad enana de tomate Micro-Tom, para ser

utilizada como planta modelo en estudios de respuesta de tomate a

diferentes estreses abioticos.

. Estudiar el efecto del estrés por alta temperatura, sobre la acumulaciéon de

carotenoides y acido ascorbico en tomate.

. Conocer la influencia del sombreo y su interaccion con la nutricion

nitrogenada, sobre el rendimiento y la calidad del fruto, bajo condiciones de

alta temperatura.

. Evaluar el efecto de la interaccion alta temperatura x salinidad sobre el

rendimiento y la calidad del fruto.

. Estudiar la respuesta de tomate a nivel fisioldgico, agronémico y bioquimico

a la aplicacion de bioestimulantes, bajo condiciones de alta temperatura.
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TECNICAS ANALITICAS

3.1. Pardmetros de intercambio gaseoso

La asimilacion neta de CO; (A), conductancia estomética (gs), transpiracion
(T), concentracion de CO; intercelular (C)) y eficiencia del uso de agua (WUE) se
determinaron utilizando un analizador de intercambio gaseoso portatil LI-COR (LI-
6400XT, Lincoln, NE, EEUU) (Figura 3.1). Para ello, la cubeta (0,25 L), equipada
con una fuente de luz externa, se mantuvo con una radiacion fotosintéticamente
activa (PAR) constante de 1500 pmol m? s™ durante las mediciones, suficiente
para saturar las hojas de tomate. Durante todas las mediciones, la temperatura de
la hoja fue de 28 + 2 °C y la concentracion de CO; en la camara foliar de 400 ymol
m? s, El déficit de presién de vapor de la hoja-aire se mantuvo entre 1y 1,3 kPa
dentro de la cubeta. Las condiciones se mantuvieron constantes durante todo el
ensayo. Con el fin de evitar condiciones de alta temperatura y baja humedad, las
medidas se realizaron a primera hora de la mafiana sobre hojas jévenes, situadas
en el estrato superior de la planta, sin defectos y totalmente expandidas. Se
realizaron 3 medidas por hoja.

Figura 3.1 . Analizador de parametros de intercambio gaseoso.
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3.2. Parametros fisicos
3.2.1. Peso

El peso fresco del fruto se determiné en un granatario Mettler Toledo PG

6002-S (Uznach, Suiza), con una precision de 0,01 g.

3.2.2. Calibre ecuatorial y longitudinal

El calibre ecuatorial y longitudinal de los frutos de tomate se determiné con

un calibre milimétrico con lectura digital Mitutoyo (Andover, Reino Unido).

3.2.3. Color

El color de los frutos se midié por reflectancia utilizando un colorimetro
Minolta CR-200 (Ramsey, NJ, EEUU) a través de la lectura directa en tres areas
diferentes de la superficie del fruto, seleccionadas al azar, tomando la media de
las tres mediciones como la definitiva. Los datos se expresaron como CIEL*a*b*,
donde L* indica la luminosidad (0, negro; 100, blanco), y a* (+, rojo; -, verde) y b*

(+, amarillo; -, azul) (Figura 3.2).

BLANCO

VERDE L*
AMARILLO

b*
AZUL "
a ROJO
_ o
GAMA -
CROMATICA

Hegro

NEGRO

Figura 3.2 . Espacio de color CIELab.
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Los valores numéricos de a* y b* se convirtieron en Hue [Hue= tan™ (b*/a*)]
y Croma [C= (a® + b%"?]. El valor de Hue (tono), que esta relacionado con la
longitud de onda del color dominante, se representa como una esfera y se asocia
con el angulo que forma (0° rojo; 90°% amarillo; 1 80° verde; 270° azul; 360°,

violeta). El valor de croma es la intensidad o la pureza del tono (McGuire, 1992).

3.3. Analisis de metabolitos en fruto
3.3.1. Andlisis de azulcares solubles y acidos organ  icos
3.3.1.1. Extraccion

La extraccidén de azucares y acidos organicos se realiz6 homogeneizando 1
g de material vegetal, previamente congelado (-80 °C) vy triturado, con agua
desionizada (Millipore, Molsheim, Francia) a 50 °C, mediante un homogenizador
Polytron (PT-MR 3100, Kinematica, Lucerna, Suiza). Las muestras se
centrifugaron en una centrifuga modelo 5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
durante 30 min a 10000 r.p.m. El sobrenadante se paso por un filtro de nylon con
un tamano de poro de 0,45 um (Millipore, Milford, MA, EEUU) y se enrasé a 50
mL con agua desionizada. La muestra fue purificada mediante extraccién en fase
sélida (EFS) con un cartucho Cig (Varian, Lake Forest, EEUU), previamente
activado con 10 mL de metanol y 20 mL de agua desionizada.

3.3.1.2. Determinacion de azucares

La determinacion de los azucares solubles en la fraccion hidrofilica se
realiz6 mediante un cromatografo Agilent Serie 1100 (Waldbronn, Alemania)
equipado con un detector de indice de refraccion (RID), una columna analitica
CARBOSep CHO 682, 300 x 7,8 mm (Transgenomic, San Jose, EEUU) con
relleno polimérico y un cartucho precolumna (0,5-2,0 um) con el mismo relleno. La
fase movil consistié en agua desionizada a un flujo de 0,4 mL min™. El volumen

de inyeccion fue de 20 pL. La temperatura de la columna se mantuvo a 80 °C
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durante los 40 min que duré el analisis. Para cuantificar las muestras se
prepararon curvas de calibracion entre 1 a 10 g-L™ de glucosa y fructosa en agua

desionizada.

3.3.1.3. Determinacién de acidos organicos

El andlisis de acidos organicos se realizé segun el método desarrollado por
Flores y col. (2012), utilizando un cromatégrafo liquido Agilent serie 1200 (Santa
Clara, CA, EEUU) equipado con un espectrometro de masas triple cuadrupolo
equipado con un sistema de ionizacién por electroespray (ESI) operando en modo
negativo. La separacion se realizé en una columna C;g Prontosil 250 x 3 mm de,
3um de tamafio de particula (Bischoff, Alemania), utilizando &cido férmico 0,1%
(v/iv) como fase mévil y un flujo de 0,4 mL min™. Las transiciones MRM utilizadas
para la identificacion de cada uno de los compuestos fueron: acido malico (m/z
133 — 115), citrico (m/z 191 — 111), glutdmico (m/z 146 — 128), quinico (m/z
191 — 85), succinico (m/z 117 — 73), y siquimico (m/z 173 — 93). Para la
cuantificacion de los &cidos organicos se construyeron rectas de calibrado
matricial, utilizando estandares comerciales (Sigma, Steinheim, Alemania). El
intervalo de linealidad estuvo comprendido entre 0,05-1200 pg mL™ para cada

acido organico.

3.3.2. Andlisis de compuestos fendlicos
3.3.2.1. Extraccion

Los compuestos fendlicos libres se extrajeron con metanol/acido férmico
(97/3, vIv) de acuerdo con el método descrito por Cantos y col. (2002). Se
pesaron 4 g de tomate previamente triturado, al que se le afiadié miricetina como
estandar interno (15 ppm) y se homogenizaron con 10 mL de metanol/acido
formico (97:3). El homogenizado se centrifugé a 10000 r.p.m. (15 min, 4 °C). El
sobrenadante se retird6 y el proceso se repiti6 adicionando 10 mL de

metanol/acido formico. La combinacion de ambos sobrenadantes se llevd a
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sequedad en un evaporador rotativo Bichi modelo R-205 (Flawil, Suiza) y el
residuo se redisolvié en 2 mL de MeOH vy se filtré (0,45 pm) (Millipore, Milford,

MA, EEUU) para su posterior analisis cromatografico.

3.3.2.2. Determinaciéon

El perfil de compuestos fendlicos se determind utilizando un cromatografo
liquido Agilent serie 1200 (Santa Clara, CA, EEUU) equipado con un detector de
espectrometria de masas triple cuadruplo (MS/MS) y un sistema de ionizacion por
electroespray (ESI) operando en modo negativo. La separacion se realizd en una
columna Cjg Licrosphere, 250 x 4 mm de 5 pm de tamafo de particula (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) utilizando como fase moévil acido formico 5%
(vIv) (A) y acetonitrilo (B), a un flujo de 1 mL min™. Las condiciones del gradiente
fueron las que se describen a continuacion: el gradiente se inicié con un 5% de B,
hasta alcanzar el 10% de B en 9 min, un 30% de B en 50 min y se incremento6 a
100% de B en 2 min, se manteniéndose a 100% durante 3 min, volviendo a las
condiciones iniciales en 1 min y permaneciendo en isocratico durante 6 min. Las
transiciones MRM utilizadas para la identificacion de cada uno de los compuestos
fueron: acido caféico-O-hexdsido (m/z 341 — 179), acido caféico (m/z 179 —
135), acido clorogénico (m/z 353 — 191), acido coumaroilquinico (m/z 337 —
191), acido cryptoclorogénico (m/z 353 — 173), dicafeoilquinico (m/z 515 — 191),
acido ferulico-O-hexdsido (m/z 355 — 193), acido ferulico (m/z 193 — 134), acido
homovanilico-O-hexdésido (kaempferol-3-O-rutinésido, (m/z 593 — 285),
naringenina (m/z 271— 151), naringenina-O-hexdsido (m/z 433 — 271), acido p-
cumarico (m/z 163 — 119), floretina-C-diglicésido (m/z 597 — 357), quercetina
(m/z 301 — 151), rutina (quercetin 3-O-rutindsido) (m/z 609 — 300), rutin-O-
pentésido (m/z 741 — 609). En los casos de estar disponibles, los compuestos
identificados se cuantificaron utilizando patrones comerciales (Sigma, Steinheim,
Alemania), y el resto se cuantific6 con respecto a su isdmero, Aacido
hidroxicinAmico o aglicona m/z 343 — 181), kaempferol (m/z 285 — 117,
correspondiente. En particular, acido cafeico-O-hexésido fue cuantificado como

acido cafeico, los acidos coumaroilquinico, dicafeoilquinico y criptoclorogénico
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como acido clorogénico, acido ferulico-O-hexdsido como &cido ferdlico, acido
homovanilico-O-hexésido como &cido homovanilico, kaempferol-3-O-rutinésido
fue cuantificado como kaempferol, naringenin-O-hexdsido como naringenina,
floretina-C-diglicésido como floretina y rutin-O-pentdsido como rutina. Para ello se
construyé una recta matricial en un intervalo de linealidad comprendido entre
0,07-25,1 pg mL™.

3.3.3. Andlisis de carotenoides y vitamina E
3.3.3.1. Extraccion

Los carotenoides y la vitamina E se extrajeron segun el método descrito por
Bohm (2001), con ligeras modificaciones. A 1 g de muestra y se le afiadieron 200
mg de MgO y 500 pL (25 ppm) de B-apo-8'-carotenal como estandar interno y se
homogeniz6 en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica AG, Littau, Suiza) con una
mezcla de metanol/tetrahidrofurano (1/1, v/iv) que contenia 0,1% (p/v) de buitil
hidroxitolueno (BHT). El homogenizado se centrifugé a 10000 r.p.m. durante 10
min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania). El
sobrenadante se llevé a sequedad en un evaporador rotativo Blichi modelo R-205
(Flawil, Suiza). El residuo se redisolvi6 en 2 mL de metanol/metil tert-butil éter
(272, viv) y se filtré (0,45 pm) (Millipore, Milford, MA, EEUU) para su posterior

analisis cromatogréfico.

3.3.3.2. Determinacion

La determinacion se realizé en un cromatoégrafo de liquido Agilent Serie
1200 (Santa Clara, CA, EEUU) equipado con un detectores diodos array (DAD) y
de fluorescencia (FLD). La separacion se realizé en una columna Prontosil Cj,
250 x 4,6 mm, 3 um (Bischoff, Leonberg, Alemania) utilizando metanol (A) y metil
tert-butil éter (B) como fase mdévil. Las condiciones iniciales fueron 15% de B
durante 10 min, seguido de un aumento lineal hasta 90% de B durante 20 min. La

elucién se realizé a un flujo de 1,3 mL min™ con un volumen de inyeccién de 20
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uL. La deteccion se realiz6 a 287 nm para fitoeno, 347 nm para fitoflueno y 444
nm para luteina, violaxantina, {-caroteno y—caroteno, B-caroteno, licopeno y 3-
apo-8'-carotenal (estandar interno). La identificacion de los compuestos se logro
mediante la comparacion de los tiempos de retencion y espectros UV, utilizando
estandares o referencias bibliograficas (Kimura y Rodriguez-Amaya, 2003) y sus
valores de m/z obtenidos mediante el analisis realizado en un cromatografo de
liguidos Agilent 1200 (Waldbronn, Alemania), provisto de un detector
espectrometro de masas triple cuadrupolo (MS/MS), utilizando una fuente de

ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) operando en modo positivo.

Los isomeros cis se identificaron de acuerdo a la absorcion a 330 o 360 nm
y los valores de Q-ratio, definido como la relacion entre la altura del pico cis y la
del pico de maxima absorcion (pico base), descritos en la literatura (Schierle y
col., 1997; Chen y col.,, 2004). Los principales compuestos se cuantificaron
usando estandares externos comerciales de licopeno y B-caroteno (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Alemania) y luteina, violaxantina y neoxantina (DHI LAB, Hoersholm,
Dinamarca). Los compuestos fitoeno y fitoflueno fueron expresados como

equivalentes de B-caroteno.

El analisis de a- y y-tocoferol se realiz6 en el mismo equipo y condiciones
que los carotenoides utilizando un detector de fluorescencia (Eexcitacion= 250 nm y
Eemisisn= 410 nm) y estandares comerciales disponibles para su cuantificacion
(DHILAB, Hoersholm, Dinamarca). Para ello se construyeron dos rectas
matriciales en un intervalo de linealidad comprendido entre 1-100 ug mL™ para a-

tocoferol y y-tocoferol.

3.3.4. Analisis de vitamina C
3.3.4.1. Extraccién

La determinacion de vitamina C se realizé de acuerdo con la metodologia
desarrollada por Fenoll y col. (2011). Para la extraccion se homogenizaron 3 g de
muestra con 10 mL de EDTA 0,05% (p/v) en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica
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AG, Littau, Suiza). EI homogenizado se centrifugé (10000 r.p.m., 10 min, 4 °C)
utiizando una centrifuga Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania). El
sobrenadante se filtro a través de 0,45 um (Millipore, Milford, MA, EEUU). Para
inducir la reduccion de acido dehidroascorbico (ADHA) a acido ascoérbico (AA), al
extracto se le afladié DL-1,4-ditiotreitol (DTT) 5 mM, incubandolo durante 30 min a
30 °C y procediendo al analisis cromatogréafico inmediatamente.

3.3.4.2. Determinacioéon

La determinacion y cuantificacion de vitamina C se llevd a cabo utilizando
un cromatégrafo liquido Agilent serie 1200 (Santa Clara, CA, EEUU) equipado con
una columna Cjyg Prontosil 250 x 3 mm, 3 um tamafo de particula (Bischoff,
Leonberg, Alemania), utilizando acido férmico 0,2% (v/v) como fase mévil a un
fluo de 0,4 mL min™®. El andlisis espectral de masas se realiz6 en un
espectrometro de masas triple cuadrupolo (MS/MS) de Agilent equipado con un
sistema de ionizacion por electroespray (ESI) operando en modo negativo. La
cuantificacion se realizé por comparacion con un estandar de AA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EEUU), usando la transicion m/z 175 — 115. Para ello se
construyé una recta matricial en un intervalo de linealidad comprendido entre
0,05-2000 pg mL™.
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Capitulo 4

RESPUESTA DE LA VARIEDAD ENANA DE TOMATE MICRO-TOM AL
ESTRES SALINO Y NUTRICIONAL

Ademas de su importancia econdmica, el tomate es considerado una
excelente fuente de compuestos bioactivos y nutrientes esenciales, en particular,
carotenoides, compuestos fendlicos, acido ascorbico y a-tocoferol (Erge y
Karadeniz, 2011). La acumulacion de estos metabolitos y la de otros compuestos
relacionados con las caracteristicas organolépticas de los frutos (azucares y
acidos organicos) depende, ademas de factores genéticos, de factores
agronomicos y ambientales (Rosello y col., 2011). Una de las mayores
limitaciones para la produccion de los cultivos en gran parte del planeta, es la
escasez de recursos hidricos de buena calidad. El riego con agua salina tiene un
efecto negativo sobre el desarrollo y rendimiento de las plantas debido, por un
lado, a la disminucion del potencial osmotico en el medio de cultivo (efecto
osmotico) y por otro, a la presencia de iones salinos (efecto especifico). El efecto
primario de toxicidad inducido por la presencia de sales en el medio de cultivo,
especialmente a concentraciones moderadas, es un efecto osmético, el cual se
traduce en una disminucién de la disponibilidad de agua para las raices como
consecuencia de la disminucion de la energia libre del agua en el suelo (Yuan y
col., 2004). Para contrarrestar esta limitacion, la planta acumula, en el citosol y en
diferentes organulos celulares, iones y solutos compatibles tales como azucares
simples (glucosa y fructosa) y complejos (manitol), alcoholes, aminoacidos
(prolina) y compuestos de amonio cuaternario (glicina betaina) (Yokoi y col.,
2002). La acumulacion de estos compuestos permite a las células disminuir su
potencial osmético y mejorar la absorcion de agua por las raices. Por otro lado, la
concentracion de compuestos antioxidantes tales como acido ascérbico,
carotenoides y compuestos fenolicos, también aumentan bajo condiciones

salinas, como un mecanismo no enzimatico para la detoxificacion de especies
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reactivas de oxigeno (ROS) generadas por un estrés oxidativo inducido por la
salinidad (Abogadallah, 2010). De manera indirecta, el aumento de Ila
concentracion de estos metabolitos primarios y secundarios, como respuesta de
la planta al estrés abidtico, puede mejorar la calidad organoléptica, nutricional y

funcional de tomate (Flores y col., 2003).

Respecto al efecto de la nutricion mineral sobre la composicién del los
frutos de tomate, el aumento de la dosis de nitrogeno (N) se ha correlacionado
con una disminucion del contenido en azucares solubles y vitamina C (Wang y
col., 2008b). Por otro lado, la fertilizacion potésica (K) también puede afectar a la
concentracion de metabolitos relacionados con la calidad del fruto. Segun Lee y
Kader (2000), un aumento del aporte de K aumenta la concentracion de azucares
en tomate, como consecuencia de un incremento en la tasa fotosintética de la
planta. La concentraciébn de licopeno, uno de los principales carotenoides
presentes en tomate con importantes propiedades beneficiosas para la salud,
también se ve incrementada con el aumento de aporte de K (Serio y col., 2007;
Liu y col., 2011). Respecto al calcio (Ca), su relacion con la incidencia de la
podredumbre apical o blossom end rot (BER) ha sido ampliamente estudiada
(Saure, 2001; Taylor y Locascio, 2004). Este desorden fisioldgico ha sido
relacionado con una alteracion en la translocacion de Ca hacia la parte distal del
fruto (Olle y Bender, 2009), como consecuencia de diferentes factores, entre ellos,
salinidad, alta temperatura, solubilidad de sales de Ca en la disolucion del suelo y
presencia de elementos antagonistas como magnesio (Mg) y amonio (NH,).
Aungue el efecto del Ca sobre la aparicion del BER ha sido ampliamente
estudiado, aun existe escasa informacion sobre la incidencia que este nutriente

puede tener sobre la calidad organoléptica y nutricional de los frutos.

Basandose en la capacidad de los factores externos para modificar el perfil
y el contenido de metabolitos primarios y secundarios en los frutos, diversos
autores han propuesto diferentes aproximaciones agrondémicas con el fin de
aumentar su calidad organoléptica y nutricional (Poiroux-Gonord y col., 2010). En
particular, la aplicacion de un estrés salino moderado y la optimizacion de la
nutricion mineral, son estrategias que se han utilizado para mejorar la calidad del

tomate. Sin embargo, aunque los enfoques agrondmicos ofrecen buenas

54



Capitulo 4

perspectivas, se requieren mas estudios que permitan identificar, de forma
precisa, el efecto del manejo del cultivo y de las condiciones medioambientales,
asi como la interaccion entre estos factores, sobre la composicién de los frutos.
Para ello se requieren disefios experimentales bajo condiciones controladas,
como los que ofrece el cultivo en camaras de crecimiento. Este tipo de ensayos
plantea el inconveniente del espacio reducido, especialmente en el caso de
estudios realizados sobre fruto, en los que plantas como las de tomate alcanzan
un mayor tamafo. Con el fin de solventar este problema, algunos autores han
utilizado la variedad de tomate enano Micro-Tom como planta modelo (Carvalho y
col., 2011).

El fenotipo del cultivar Micro-Tom es debido a la presencia de dos
mutaciones recesivas, dwarf (d) y self-pruning (sp), y al menos a una tercera
mutacion que reduciria también la altura de la planta (Marti y col., 2006). Este
mutante, que fue desarrollado inicialmente como un cultivar ornamental, tiene un
tamafo reducido (aproximadamente 10-20 cm altura) y un ciclo de vida corto (70-
90 dias desde la siembra hasta la maduracion de los primeros frutos) (Scott y
Harbaug, 1989). Estas caracteristicas le confieren evidentes ventajas para el
estudio de la respuesta fisiolégica de la planta, ya que puede ser cultivado en
camaras de crecimiento bajo condiciones controladas, en espacios limitados y con

una alta densidad de plantacion.

Sin embargo, el perfil de metabolitos de este mutante y su respuesta a
factores agronémicos y medioambientales no han sido bien estudiados. El
objetivo de este trabajo es utilizar la variedad enana de tomate Micro-Tom para
estudiar el perfil de compuestos bioactivos (carotenoides y compuestos fendlicos)
y la viabilidad de dicha variedad mutante como planta modelo en estudios de la
respuesta de tomate al estrés salino y nutricional, mediante la comparacién de su

respuesta con la de una variedad no mutante.
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4.1. MATERIALES Y METODOS
4.1.1. Sitio de estudio y material vegetal

El ensayo se realizo, durante los meses de febrero y julio, en la finca
experimental “La Matanza”, perteneciente al Centro de Edafologia y Biologia
Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC), situada en Santomera (Murcia). Se llevo a
cabo en un invernadero de policarbonato tipo capilla, de superficie 462,5 m? (25 x
18,5 m), con una altura de 5 m a la canal y de 7,7 m a la cumbrera. El material
vegetal utilizado fue tomate del cultivar enano Micro-Tom, y de la variedad

comercial Optima (Seminis).

4.1.2. Disefio experimental y manejo del cultivo

El disefio experimental consistio en cinco tratamientos: control (14 mM N, 6
mM Ky 4 mM Ca), bajo en nitrogeno (1,4 mM N), bajo en potasio (0,7 mM K),
bajo en calcio (0,4 mM Ca) y salinidad (control + 100 mM NacCl), distribuidos al
azar con cuatro repeticiones por tratamiento. En la Tabla 4.1 se muestra la
composicion de la disolucion nutritiva del tratamiento control. Los demas
tratamientos se obtuvieron mediante sustitucion total o parcial de KNOj3 y
Ca(NO3),-4H,0, afiadiendo Cl,Ca y K,SO, en caso necesario, con el fin de
mantener las concentraciones del resto de elementos al mismo nivel que en la
disolucidon Hoagland. Las plantulas de tomate, inicialmente germinadas en
vermiculita y regadas con disolucion 1/10 de Hoagland, se transfirieron a cubas de
polivinilo negro de 120 L de capacidad, cada una de ellas constituyendo una
repeticion. Cada cuba se tap6 con una plancha de polietileno negro que evitaba,
por una parte, la evaporacion del agua y por otra, la exposicion de la disolucion
nutritiva a la luz. En el caso de la variedad Micro-Tom, se colocaron dos plantas
por cuba, y en el caso de la variedad Optima, una planta por cuba, en ambos
casos sujetas mediante adaptadores de poliuretano expandido y algodén
hidrofobo. En la Figura 4.1 se muestra una vista general de la distribucion de las
plantas en el invernadero. El agua utilizada para la preparacion de las

disoluciones nutritivas provenia del trasvase del Taibilla y se desionizé mediante
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un sistema de 6smosis inversa KP-HWL. Las disoluciones nutritivas estaban
permanentemente aireadas y su volumen se mantuvo constante mediante la
adicién diaria de agua desionizada. Las disoluciones se analizaron semanalmente
y se repusieron los nutrientes absorbidos por la planta. El pH se controlé cada dos
dias y se mantuvo en el rango 5,5-6,5 mediante la adicion de KOH o H,SO4
cuando fue necesario. La recoleccion se realiz6 gradualmente conforme los frutos

alcanzaban el tamafio y estado de maduracion adecuado.

Tabla 4.1. Composicion de la disolucion nutritiva Hoagland modificada.

Macronutrientes (mM)

NO3 H,PO, S0.* Ca K Mg
14 2 2 4 8 2
Micronutrientes (uM)
B Mn Zn Cu Mo Cl
25 2 2 0,5 0,5 50

Las muestras destinadas al analisis de los diferentes parametros de calidad
se recolectaron una vez que los frutos habian alcanzado el estado de madurez
requerido (totalmente rojo), descartando aquellos que presentaban cualquier
defecto. Para evitar la sobre-maduracién de los frutos, estos se revisaron
diariamente y se recolectaron inmediatamente una vez que habian alcanzado un
color homogéneo. En la variedad Optima, la recoleccion de las muestras para el
analisis de la calidad se realizd sobre frutos del tercer al quinto racimo, mientras
que en la variedad Micro-Tom se muestrearon todos los frutos de la planta. Los
tomates pertenecientes a una misma repeticion se cortaron en trozos pequefios y
se mezclaron. La mitad de cada muestra se licu6 y se centrifugé para la
determinaciéon del contenido en solidos solubles totales (SST) con un
refractbmetro Atago modelo PAL-1 (Tokio, Japdn), el pH con un pHmetro modelo
GLP21 (Crison, Alella, Barcelona) y la acidez total con un valorador modelo 702
SM Titrino (Metrohm, Herisau, Suiza). La otra mitad de la muestra se
homogeneizé con nitrogeno liquido y se conservo a -80 °C para el posterior

analisis de azucares solubles, &cidos organicos, compuestos fendlicos,
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carotenoides y vitamina C, segun los procedimientos descritos en los apartados
3.3.1,, 3.3.2,, 3.3.3y 3.3.4 del capitulo 3. Cada muestra se analizo por triplicado.

I
&

E i\‘h"
1

Figura 4.1. Vista general de las plantas de tomate cvs. Micro-Tom y Optima,

cultivadas en sistema hidroponico.

4.1.3. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el analisis de
la varianza (ANOVA) usando IBM SPSS Statistic 21. Los valores se compararon

con el test de diferencia entre medias de Duncan.

4.2. RESULTADOS Y DISCUSION
4.2.1. Perfil de compuestos fendlicos en la varieda  d Micro-Tom

La identidad de los compuestos fendlicos detectados se confirmé mediante
comparacién con los patrones disponibles o, en el caso de compuestos en los que
no se disponia de dichos patrones, mediante técnicas LC-QgQ, utilizando una
fuente de ionizacién por electrospray (ESI), operando en modo negativo. Para ello

se realizd, en primer lugar, un barrido de iones totales (Full scan), donde se
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obtuvo una informacién general del perfil de los metabolitos en la muestra.
Posteriormente, se utilizaron diferentes modos de adquisicion: barrido de pérdidas
neutras (Neutral Loss Scan), barrido de iones precursor (Precursor lon Scan) y
barrido de iones producto (Product lon Scan). El andlisis de LC-QqQ del cultivar
Micro-Tom, permitié identificar 28 compuestos fendlicos, incluyendo derivados
hidroxicinamicos y benzoicos (acidos cafeico, cafeico-O-hexosido, clorogénico,
criptoclorogénico, p-cumarico, coumaroilquinico, ferulico-O-hexadsido,
homovanilico-O-hexdsido, dicafeoilquinico y ferulico), flavonoles (kaempferol,
kaempferol-3-O-rutindsido, quercetina, rutina y rutina-O-pentdsido), flavanonas
(naringenina y naringenina-O-hexdsido) y floretina-C-diglicésido (derivado de
dihidrochalcona) (Tabla 4.2). Los espectros generados por estos compuestos en
modo negativo, dieron lugar a la molécula desprotonada [M-H] y a otros
fragmentos caracteristicos. La presencia de acidos cafeico, ferulico y p-cumarico
se confirmd por comparacién con los espectros de masas y los tiempos de
retencién de los patrones de referencia. La pérdida de CO, [M-H-44] se confirmo
en los tres acidos hidroxicinamicos y en el acido ferulico, se confirmé la pérdida
del grupo metilo [M-H-15]. Por otro lado, se detectaron tres acidos
dicafeoilquinicos que presentaron, como iones fragmento, una molécula de &cido
cafeico (m/z 179) y la resultante de la pérdida de una molécula de acido quinico
[M-H-162]". Ademas, el analisis Full Scan mostro tres acidos cafeico-O-hexosidos,
cuyas identidades fueron confirmadas por la pérdida neutra de 162 u
(correspondiente a la pérdida de la hexosa) y la deteccion de la m/z 179
(correspondiente a la molécula de acido cafeico) en el barrido de iones
precursores. La pérdida neutra de 162 u también se utilizdé para la identificacion
de otros glucésidos/galactésidos tales como acido homovanilico-O-hexdsido,
acido ferdlico-O-hexésido y naringenina-O-hexosido, este Ultimo también
confirmado por barrido de iones precursores (m/z 271). De forma similar, el
barrido de la pérdida neutra de 308 u confirmé la presencia de rutina y
kaempferol-3-O-rutinésido y la pérdida neutra de 132 u y el barrido de iones
precursor m/z 301, revelaron la presencia de rutina-O-pentésido. La presencia de
tres isomeros de &cido cafeoilquinico se confirmé por la pérdida de 162 u,
correspondiente a una molécula de &cido cafeico. Los tres isbmeros fueron

identificados como clorogénico, un isémero like-clorogénico y criptoclorogénico.
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Tabla 4.2. Compuestos fendlicos identificados en tomate Micro-Tom y resultado de los ensayos LC-QqQ.

Compuestos Tr (min) [M-H] ~ lones MS/MS PN* PRE** Patrén
1 Ac. cafeico-O-hexdsido 1 12,91 341 179,135 162 179
2 Ac. homovanilico-O-hexosidol 13,60 343 181, 121 162
3 Ac. cafeico-O-hexdsido 2 14,27 341 179, 135 162 179
4 Ac. homovanilico-O-hexésido2 14,87 343 181, 121 162
5 Ac. fertlico-O-hexésido 1 15,63 355 193, 178 162
6 Ac. cafeico-O-hexdsido 3 16,14 341 179, 135 162 179
7 Ac. clorogénico 16,82 353 191, 179 162 Si
8 Ac. Criptoclorogénico 17,24 353 179, 173, 135 162
9 Ac. fertlico-O-hexosido 2 19,11 355 193, 178 162
10 Ac. cafeico 19,23 179 135 Si
11 Like-clorogénico 20,16 353 191, 179 162
12 Ac. coumaroilquinico 22,23 337 191, 163
13 Ac. p-coumarico 26,28 163 119 Si
14 Ac. fertlico 29,36 193 149, 134 Si
15 Rutina-O-pentoésido 29,65 741 609, 300 132 301
16 Rutina 32,57 609 301 308 Si
17 Floretina-C-diglicésido 33,16 597 477, 417, 387, 357 120
18 Dicafeoilquinico 1 35,01 515 353, 191 162
19 Dicafeoilquinico 2 36,50 515 353, 191 162
20 Kaempferol-3-O-rutindsido 36,75 593 285 308
21 Naringenina-O-hexdsido 1 36,92 433 271 162 271
22 Naringenina-O-hexdsido 2 37,75 433 271 162 271
23 Dicafeoilquinico 3 39,51 515 191 162
24 Naringenina-O-hexosido 3 40,50 433 271 162 271
25 Naringenina-O-hexosido 4 43,15 433 271 162 271
26 Naringenina-O-hexosido 5 44,79 433 271 162 271
27 Quercetina 49,98 271 179, 151 Si
28 Naringenina 53,71 301 151, 119 Si

*PN: barrido de pérdidas neutras; **PRE: barrido de iones precursores.
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El acido clorogénico fue identificado por comparacion del espectro de
masas y el tiempo de retencion, respecto al del patron de referencia. En el barrido
de iones producto, el isomero identificado como like-clorogénico presenté un
espectro similar al del acido clorogénico, detectdndose los iones fragmento m/z
191 (correspondiente al quinico) y m/z 179 (correspondiente al 4cido cafeico).
Este isébmero no pudo ser identificado como acido neoclorogénico debido a que su
tiempo de retencion y la intensidad del i6n fragmento m/z 179 (menor del 5%) no
correspondio con los descritos en la bibliografia (Khachik y col., 2002). El tercer
isbmero fue identificado como acido criptoclorogénico de acuerdo con su pico
base m/z 173 [quinico-H-H,O] vy los iones fragmento m/z 179 y 135, tipicamente
menos abundantes en este isdmero. El acido cumaroilquinico, presenté los iones
fragmento m/z 191 y 163, correspondiente a los acidos quinico y p-cumarico,
respectivamente. El espectro generado por floretina-C-diglicosido (m/z 597),
mostro los iones fragmento esperados 477, 417, 387 y 357 como resultado de las
pérdidas de 120 y/o 90 (Slimestad y Verheul, 2009). Finalmente, quercetina y
naringenina fueron identificados por comparacion de sus espectros y tiempos de
retencion con el de sus patrones. Quercetina fue confirmada por la fragmentacion
tipica de los flavonoles en 179 y 151, correspondientes a la ruptura del anillo
central y naringenina mostr6, ademas del ion fragmento 151, la m/z 119

caracteristica de este compuesto y de otras flavanonas (Béhm, 2001).

4.2.2. Perfil de carotenoides en la variedad Micro- Tom

El andlisis cromatografico de carotenoides realizado sobre las muestras de
Micro-Tom permitié identificar 21 compuestos (Figura 4.2). En la Tabla 4.3, se
muestran las caracteristicas espectrales de los carotenoides detectados. Los
picos de 1, 2, 8 y 20 fueron identificados como all trans-violaxantina, all trans-
luteina, all trans-B-caroteno y all trans-licopeno, respectivamente, por
comparacion de los tiempos de retencién y el espectro de absorcion UV/Vis con

los de sus correspondientes patrones.

La identificacion de fitoeno, fitoflueno, {-caroteno, 6-caroteno y y-caroteno

se realiz6 por comparacion del orden de elucién y de los espectros UV/Vis
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obtenidos, con la informacion disponible en la literatura (Fabre y col., 2001;
Khachik y col., 2002). Para la identificacion de los isomeros cis se consideraron
las variaciones de la estructura fina y la intensidad de la banda de absorcion en la
region UV (pico cis). Los picos 6 y 9 fueron identificados como 13 cis y 9 cis-3-
caroteno, respectivamente, por comparacion con los resultados descritos en la
bibliografia de orden de elucién en una columna Czo de fase reversa (Lacker y
col., 1999), desplazamiento hipsocrémico de 9 y 5 nm y valores de Q-ratio (Chen
y col., 2004). Los picos 16, 17, 18, 19 y 21 fueron identificados como 13 cis-, 9
cis-, 9' cis-, 5 cis- y 5' cis-licopeno, en base a los datos cromatograficos, al
desplazamiento hipsocrémico observado de 6, 6, 6, 0 y O nm, respectivamente, y
a los valores de Q-ratio descritos por Schierle y col. (1997) y por Lin y Chen
(2003). Finalmente, los picos 12 y 13 presentaron el espectro de absorcion tipico
de a-caroteno, pero no pudieron ser confirmados como isomeros cis debido a la
ausencia de banda de absorcion en la region UV (pico cis) y de variacion

hipsocromica.
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Figura 4.2. Cromatogramas correspondientes al andlisis de carotenoides en
muestras de tomate de las variedades Micro-Tom y Optima. La identificacion de

los picos y su caracterizacion estan reflejados en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Carotenoides identificados en la variedad de tomate Micro-Tom, tiempo de retencidén (Tr) y caracteristicas espectrales:

longitud de onda (A), Q-ratio encontrado en nuestro ensayo (Q-ratio encontrado) y Q-ratio descrito en la bibliografia (Q-ratio referencia).

Pico Compuestos Tr (min) A (nm) Q-ratio Q-ratlo'
encontrado  referencia

1 All trans-violaxantina 4,68 416 439 469
2 All trans-luteina 7,89 422 445 474
3 Fitoeno 12,73 276 286 297
4 Cis-fitoflueno 15,27 258 331 348 367
5 Fitoflueno 17,54 331 348 367
6 13 cis-B-caroteno 18,75 338 421 443 470 0,39 0,35%
7 All trans-C-caroteno 18,95 380 400 424
8 All trans-B-caroteno 20,97 426 452 478
9 9 cis-B-caroteno 21,95 350 422 447 473 0,08 0,10°
10 Cis-&-caroteno 22,41 350 431 456 489 0,11 0,13°
11 All trans-d-caroteneo 24,40 346 431 456 489
12 Like-a-caroteno 25,21 420 446 474
13 Like-a-caroteno 25,92 420 446 474
14 Cis-y-caroteno 26,33 360 436 462 492 0,29 0,30°
15 All trans-y-caroteno 26,62 436 462 492
16 13 0 13’ cis-licopeno 26,97 362 439 466 496 0,57 0,55¢
17 9 0 9’ cis-licopeno 28,87 362 440 466 496 0,13 0,12¢
18 9 0 9’ cis-licopeno 29,18 362 438 466 496 0,13 0,12°
19 5 0 5’ cis-licopeno 29,44 362 446 472 504 0,06 0,06°
20 All trans-licopeno 31,25 362 446 472 504
21 50 5’ cis-licopeno 31,52 362 444 472 504 0,06 0,06

2 (Chen y col., 2004); ° (Lin y Chen, 2003); ° (de Rosso y Mercadante, 2007);  (Schierle y col, 1997)
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4.2.3. Respuesta varietal al estrés nutricionalys  alino
4.2.3.1. Rendimiento y composicion de los frutos

La variedad de tomate Micro-Tom ha sido utilizada como planta modelo en
diferentes estudios sobre el metabolismo de carbohidratos (Obiadalla-Ali y col.,
2004), la regulacion hormonal del cuajado y desarrollo del fruto (Meissner y col.,
1997; Eyal y Levi, 2002), el efecto toxico de metales (Gratao y col., 2008) y el
comportamiento postcosecha bajo condiciones subdptimas (Gémez y col., 2009).
Sin embargo, segun Matrti y col. (2006), las mutaciones que dan lugar al fenotipo
enano, pueden causar efectos pleiotropicos, por lo que su empleo como planta
modelo puede verse limitado. Sin embargo, existe escasa informacién sobre el
perfil de metabolitos y la respuesta comparativa de esta variedad enana a

diferentes estreses bidticos respecto a la de variedades comerciales de tomate.

En nuestro ensayo, los frutos de la variedad Micro-Tom alcanzaron valores
mas bajos de pH, mayor acidez total y mayor concentracion de sélidos solubles
totales (SST) que los frutos correspondientes a la variedad Optima (Tabla 4.4) y a
otras variedades comerciales cuyos valores han sido descritos en la bibliografia
(Busch y col., 2008).

Los principales metabolitos primarios determinados en ambas variedades,
fueron, glucosa y fructosa (azUcares solubles) y los acidos organicos, citrico,
glutamico, malico, y quinico (Tabla 4.5). Para todos estos compuestos, excepto el
acido glutamico, la variedad Micro-Tom presenté concentraciones entre 2 y 4
veces superiores a las determinadas en la variedad comercial. Por su parte, el
acido glutamico, alcanzé valores superiores en la variedad comercial (1,5 veces
superior). Por otro lado, Micro-Tom mostré una mayor relacion fructosa/glucosa
(1,62) que Optima (1,14).
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Tabla 4.4. Produccion total (kg planta™), solidos solubles totales (SST; °Brix), pH y
acidez total (g acido citrico L) de las variedades de tomate Micro-Tom (MT) y
Optima, cultivadas bajo condiciones de salinidad y limitacion de nutrientes (N, Ky
Ca).

Cultivar Tratam. Produccion SST pH Acidez

Optima control 5,70¢ 6,4° 4,42° 3,4°
bajo N 3,59° 6,0° 4,17° 3,3
bajo K 4,51° 6,7° 4,28° 4,07

bajo Ca 0,78° 6,7° 4,45° 4,4°

salinidad 2,20° 10,3 4,19° 6,4°

*kk *k*k *k%k *k%k
MT control 0,246" 12,9° 3,94 12,5°
bajo N 0,226° 9,9% 3,90° 9,0
bajo K 0,257° 11,7 3,93 10,7°
bajo Ca 0,232° 11,48° 3,96° 10,8°

salinidad 0,113% 9,6% 3,84° 7,7%

*% * *% *%kk

* ** *xx o Diferencias significativas entre medias al 5, 1 y 0,1% de nivel de
probabilidad, respectivamente. Para cada cultivar, diferentes letras en la misma
columna indican diferencias significativas entre medias de acuerdo al test de Duncan

al 5% de nivel.

Respecto a la respuesta del rendimiento de tomate al estrés abidtico, la
salinidad disminuy6 la produccion total de frutos en un porcentaje similar en
ambas variedades (Tabla 4.4). Sin embargo, los diferentes estreses nutricionales
(bajo N, K y Ca) solo afectaron a la produccion en la variedad Optima. Por otro
lado, el estrés salino aumenté significativamente la concentracion SST en los
frutos la variedad Optima y disminuyé el pH de los mismos, con respecto al
control. Este tratamiento también aumento significativamente la acidez de los
frutos, al igual que el tratamiento bajo en Ca Por el contrario, en la variedad
Micro-Tom, el estrés salino y el tratamiento bajo en N, diminuyeron la
concentracion de SST con respecto al control. Ademas, la acidez en la variedad

enana disminuyo significativamente en todos los tratamientos y el pH no se vio
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afectado. Los resultados encontrados en nuestro ensayo, sobre la variedad
Optima, coinciden con el aumento del contenido de sélidos solubles totales y de la
acidez observados por otros autores en variedades de tomate comercial,
cultivadas bajo condiciones salinas (Petersen y col., 1998; Fernandez-Garcia y
col., 2004).

Tabla 4.5. Concentracién de glucosa (Gluc) y fructosa (Fruct) (mg g™ PF), acidos
citrico, glutamico, malico y quinico (mg g™ PF) y vitamina C (Vit C) (ug g™ PF), en
frutos de tomate Optima y Micro-Tom (MT), cultivados bajo condiciones de

salinidad y limitacion de nutrientes (N, Ky Ca).

Cultivar  Tratam. Gluc  Fruct Citrico Glutamico Malico Quinico Vit C

Optima  control 12,6 14,2° 7,9° 2,19% 0,70% 0,10% 288,7¢

bajoN 188" 21,3° 97° 1,882 0,88° 0,14 3409°
bajoK  17,2° 20,2®° 9,7° 2,36° 0,84 0,13° 340,8°
bajoCa 18,2° 20,6° 12,2° 3,58 0,82°  0,14®> 2934°
salinidad 31,2° 34,9° 134¢ 3,08° 1,10°  0,19°  430,1°

MT control  26,3* 43,6*° 21,4 1,44° 1,22 0,45 480,6
bajoN  29,8* 488® 20,1° 1,08% 1,11 0,44 510,2
bajoK 27,6 44,0° 21,4° 1,47° 1,28° 0,42 496,3

bajo Ca  27,4* 445* 249" 2,10° 1,34° 0,47 515,6
salinidad 33,8° 52,55° 21,12 0,912 1,052 0,53 496,3
* * * *k*k *% nS ns

* * *xx 0 Diferencias significativas entre medias al 5, 1 y 0,1% de nivel de probabilidad,
respectivamente; n.s., no significativo al 5% de nivel. Para cada cultivar, diferentes letras en la
misma columna indican diferencias significativas entre medias de acuerdo al test de Duncan al 5%

de nivel.

En la variedad comercial, los diferentes estreses nutricionales (N, K y Ca)
y, en mayor medida, el estrés salino, produjeron un aumento de la concentracion
de azlcares y acidos organicos, excepto de acido glutamico en el tratamiento bajo
en N (Tabla 4.5). Sin embargo, en la variedad Micro-Tom, la concentracién de

azucares solo se vio significativamente afectada por el estrés salino, y en este
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caso, en menor medida que la variedad comercial; mientras que en Micro-Tom la
salinidad aumentd un 29% y 28% la concentracion de glucosa y la fructosa, en
Optima provocé un aumento del 148% y el 146% de ambos azlcares,
respectivamente. Respecto a la concentracion de acidos organicos, en Micro-
Tom, la salinidad produjo una disminucion de las concentraciones de los &cidos
glutdmico y malico pero no tuvo ningun efecto sobre los acidos quinico y citrico.
Por ultimo, el tratamiento bajo en Ca aumento la concentracion de acido glutamico
y acido citrico en la variedad enana. La acumulacion de azlcares solubles en
frutos de tomate como consecuencia del estrés salino se debe a la activacion de
enzimas metabdlicos relacionados con la biosintesis de carbohidratos (Saito y
col., 2009). Ademas del aumento en la concentracion de azucares solubles, en un
estudio previo realizado sobre plantas de tomate Micro-Tom se observl, una
acumulacion de otros metabolitos, entre ellos acidos organicos, como respuesta al

estrés salino (Yin y col., 2010).

4.2.3.2. Contenido del fruto en compuestos bioactivos

De acuerdo con los resultados obtenidos de azucares y acidos organicos,
la concentracion total de vitamina C, medida como la suma de los acidos
ascorbico y deshidroascérbico, también fue superior (1,5 veces) en Micro-Tom
gue en Optima (Tabla 4.5). Ademas, mientras que en la variedad comercial la
concentracion de vitamina C se increment6 a causa de la salinidad y mediante la
reduccion de N y K en la solucion nutritiva, en Micro-Tom no se observo efecto
significativo de ninguno de los estreses aplicados. Los resultados obtenidos en la
variedad Optima concuerdan con los descritos anteriormente por otros autores en
estudios realizados sobre tomate, en los que el nivel de acido ascorbico aumenté
al reducir el aporte de N o al aplicar salinidad (Benard y col., 2009; Sgherri y col.,
2007). El aumento del contenido de &cido ascorbico como resultado de la
reduccion del suministro de N ha sido correlacionado con una modificacion del
microclima del fruto como consecuencia de un aumento de la irradiancia (Bénard
y col., 2009). Por otro lado, el aumento del acido ascoérbico observado en las

plantas sometidas a estrés salino, puede ser atribuido a un mecanismo de
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adaptacion de la planta a dicho estrés, el cual promueve de nuevo la sintesis de
este metabolito o su regeneracion a partir de acido dihidrolipoico (Sgherri y col.,
2007). El efecto del K sobre la concentracion de vitamina C ha sido menos
estudiado, encontrandose resultados contradictorios en la bibliografia; mientras
que en pimiento algunos autores sugieren que variaciones de la dosis de K dentro
de un amplio rango, no afectan a la concentracion de ascoérbico en fruto (Flores y
col., 2004; Asri y Sonmez, 2010), en tomate, Javaria y col. (2012) describieron un
aumento progresivo de la concentracion de vitamina C en fruto, al aumentar la
dosis de K hasta 450 kg ha™ K,0, a partir de la cual se observé una disminucion.
El aumento de vitamina C descrito como consecuencia del aumento del aporte de
K, es debido al papel que este elemento juega en el metabolismo de los
carbohidratos y su relacién con la formacion de acido ascoérbico (Majumdar y col.,
2000; Ananthi y col., 2004).

Los principales compuestos fendlicos identificados en ambas variedades
fueron los acidos clorogénico, cafeico, dicafeoilquinico, feralico-O-hexdsido y
cafeico-O-hexdsido, ademas de kaemperol-3-O-rutindsido, rutina, naringenina-O-
hexdsido y naringenina. Las concentraciones de estos compuestos fueron
aproximadamente entre 2 y 10 veces superiores en Micro-Tom que en la variedad
comercial y aproximadamente entre 40 y 50 veces mayor en el caso de
kaempferol-3-O-rutinésido (Tabla 4.6).

En general, el efecto de los estreses nutricionales y el estrés salino sobre la
concentracion de los compuestos fendlicos, fue mayor en la variedad Optima, que
en Micro-Tom. En la variedad comercial, el N fue el nutriente mineral que afect6
en mayor medida al contenido en estos metabolitos, aumentando la concentracion
de clorogénico, dicafeoilquinico, kaempferol-3-O-rutinésido, rutina y naringenina-
O-hexésido y disminuyendo la de los acidos cafeico y cafeico-O-hexdésido. Por
otra parte, la salinidad aumenté los valores de clorogénico, dicafeoilquinico, acido
ferulico-O-hexdosido, kaempferol-3-O-rutindsido, rutina y naringenina y disminuyo
las concentraciones de cafeico y naringenina-O-hexdésido. Aunque el efecto de la
salinidad sobre la concentracion fendlica de los frutos parece estar altamente
condicionado por el genotipo y la estacionalidad, se ha demostrado que la
concentracion de estos compuestos varia como respuesta de defensa de la planta
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a las condiciones de estrés (Sgherri y col., 2007; Krauss y col., 2006). Segun
Sgherri y col. (2008), el aumento de acido clorogénico en frutos que provienen de
plantas regadas con agua salina, afecta significativamente a la actividad
antioxidante de la fraccion hidrosoluble del fruto debido a su naturaleza
polihidroxilada. Al contrario de lo observado en Optima, los estreses nutricionales
no afectaron a las concentraciones de compuestos fendlicos en Micro-Tom,
excepto a la concentracién de acido cafeico-O-hexésido, que aumenté como
consecuencia de un bajo suministro de Ca. Por otra parte, la salinidad solo afect6
a la concentracion de &cido clorogénico, la cual disminuyé en Micro-Tom, a

diferencia de lo observado en la variedad comercial.
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Tabla 4.6. Concentraciones de los principales compuestos fendlicos, acidos clorogénico, cafeico, dicafeoilquinico, feralico-O-hexosido

(F-O-h) y cafeico-O-hexdsido (C-O-h), kaemferol-3-O-rutinosido (K-O-r), rutina (R), naringenina-O-hexdsido (N-O-h) y naringenina (N),

expresados como pg g PF, en frutos de tomate de las variedades Optima y Micro-Tom (MT), cultivadas bajo condiciones salinas y

limitacién de nutrientes (N, K, Ca*

Cultivar  Tratamiento Clorogénico Cafeico Dicafeico F-O-h C-0O-h K-O-r R N-O-h N
Optima  control 5,6° 0,79 0,27° 2,5° 2,5° 2,5° 3,3 2,2 6,0
bajo N 9,9° 0,50° 0,41° 2,4° 1,6% 4,2° 6,3 3,8° 7,4
bajo K 6,5° 0,492 0,22% 2,2% 1,6 1,6 2,7° 1,12 3,6%
bajo Ca 5,2° 0,52° 0,20° 1,62 1,62 3,0 3,6 2,3 7,5
salinidad 9,4° 0,522 0,57° 5,7 3,0° 7,2° 10,5° 0,2° 9,3°
*kk * *k*k *kk *k%k *kk *k%k *k%k *%
MT control 28,9° 0,45 3,5% 11,7 3,8° 132 39,5 17,1 16,5
bajo N 28,0° 0,65 4,1° 11,3 4,0 123 40,9 14,0 15,3
bajo K 26,8° 0,50 3,1° 12,1 4,3%® 158 41,7 18,4 15,7
bajo Ca 25,8° 0,82 3,1° 12,3 4,8° 133 35,6 11,6 14,4
salinidad 18,7° 0,20 2,9° 11,2 4,1° 127 36,3 7,6° 13,0
* n.s. * n.s. ** n.s. n.s. * n.s.

* *x kxx o Diferencias significativas entre medias al 5, 1 y 0,1% de nivel de probabilidad, respectivamente; n.s., no significativo al 5% de nivel. Para cada cultivar,

diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias de acuerdo al test de Duncan al 5% de nivel.
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Los principales carotenoides identificados en ambas variedades (fitoeno,
fitoflueno, all trans-luteina, all trans-B-caroteno y all trans-licopeno) se encontraron
en concentraciones aproximadamente dos veces superiores en la variedad Micro-
Tom respecto a la variedad Optima, a excepcion de luteina, que mostré valores

similares en ambos cultivares bajo condiciones control (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Concentraciones de fitoeno, fitoflueno, all trans-luteina (luteina), all
trans-B-caroteno (B-carot) y all trans-licopeno (Licop), expresado como pg g* PF,
en frutos de tomate de las variedades Optima y Micro-Tom (MT) cultivados bajo
condiciones de salinidad y limitacién de nutrientes (N, K y Ca*

Cultivar Tratam. Fitoeno Fitoflueno Luteina B-carot Licop

Optima control 15,12 6,3° 0,57% 11,5% 53,1%°
bajo N 15,2° 6,3 0,442 10,2? 38,72
bajo K 17,0% 7,0° 0,52%° 10,42 53,1%°
bajo Ca 20,4° 8,8 0,75° 11,8% 69,1
salinidad 17,5% 9,8° 0,68 15,8" 83,8°

MT control 24,0 13,8 0,55% 24,2 110,8%®
bajo N 26,1 14,8 0,95° 32,1*  130,6®
bajo K 25,9 14,8 0,45 23,7° 99,8°
bajo Ca 28,8 16,5 0,81 25,6  108,3°
salinidad 28,5 16,3 0,95° 35,4° 167,4°

n.s. n.s. *x * *

* * *xx o Diferencias significativas entre medias al 5, 1 y 0,1% de nivel de probabilidad,
respectivamente; n.s., no significativo al 5% de nivel. Para cada cultivar, diferentes letras en la
misma columna indican diferencias significativas entre medias de acuerdo al test de Duncan al 5%
de nivel.

El tratamiento salino aumentdé la concentracion de la mayoria de
carotenoides en ambos cultivares, excepto fitoeno y fitoflueno en Micro-Tom y

luteina en Optima. Otros autores han descrito una mejora de la calidad
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organoléptica y nutricional de tomate como consecuencia de un incremento
moderado de la salinidad, aumentando no solo el contenido de metabolitos
primarios (azUcares y acidos organicos) en el fruto, sino también el de licopeno
(Goykovic y col., 2007). Respecto a la respuesta al estrés nutricional, la
disminucién de K no afect6 a la concentracion de ninguno de los carotenoides en
Optima y Micro-Tom, el tratamiento bajo en Ca aumenté los valores de fitoeno y
fitoflueno en Optima y el tratamiento bajo en N aument6 la concentracion de

luteina respecto al control en la variedad Micro-Tom.

4.3. CONCLUSIONES

Las variedades enana (Micro-Tom) y comercial (Optima) presentaron
perfiles de metabolitos similares, diferencidndose principalmente en la
concentracion de los compuestos individuales. Estos resultados indican que las
mutaciones de Micro-Tom causantes del fenotipo enano no alteran
significativamente la biosintesis de los metabolitos primarios y secundarios
relacionados con la calidad nutricional y funcional de tomate. Sin embargo, el uso
de Micro-Tom como planta modelo para el estudio del efecto de la salinidad sobre
la composicion de tomate, podria estar limitado por la menor respuesta de la
variedad enana respecto a variedades comerciales (Optima y otras variedades
estudiadas previamente en la literatura) a la salinidad, lo que se tradujo en una
menor acumulacion de metabolitos primarios (azucares y acidos organicos) bajo
condiciones salinas. Ademas en Micro-Tom, al contrario que en la variedad
comercial, no se observé la acumulacion de metabolitos secundarios relacionados
con la respuesta de la planta al estrés oxidativo causado por la salinidad, tales
como compuestos fendlicos y vitamina C. Sin embargo en ambas variedades, el
estrés salino provocd un aumento de las concentraciones de los principales
carotenoides. Por ultimo, Micro-Tom mostré una mayor tolerancia a la limitacion
de nutrientes que la variedad Optima. Asi, al contrario de lo observado en la
variedad comercial, el rendimiento del cultivo y la concentracion de la mayoria de
metabolitos primarios y secundarios en fruto de Micro-Tom no se vieron afectados

por la limitacion nutricional N, K o Ca.
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Capitulo 5

VARIACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN TOMATE
COMO RESPUESTA AL AUMENTO DE LA TEMPERATURA

El aumento de la temperatura ambiental es la causante de grandes
pérdidas en el rendimiento y la calidad de frutas y hortalizas. En particular, en
tomate se ha descrito que el estrés térmico provoca el aborto de flores y limita el
cuajado del fruto (Bita y col., 2011). Respecto a la calidad nutricional, Gautier y
col., 2008 mostraron que el aumento de temperatura afecta a la concentracion de
metabolitos secundarios del fruto (carotenoides, compuestos fendlicos, vitaminas,
etc.) en mayor medida que a la de metabolitos primarios (azlUcares y acidos
organicos). Segun estos autores, un aumento de la temperatura hasta 32 €
provoca, en tomate, un aumento de la concentracion de compuestos fendlicos,
aunque disminuye las concentraciones de ascorbato y de carotenoides. Ademas,
dependiendo de cual sea el metabolito estudiado, la respuesta ante el estrés
también depende del estado de desarrollo del fruto, asi como de la duracion de la
exposicién al mismo. Sin embargo, la informacién acerca de la influencia del
estado de desarrollo sobre dicha respuesta es muy limitada. Esta informacion es
necesaria para poder evaluar el impacto del estrés térmico sobre el rendimiento y
la calidad nutricional de tomate en zonas célidas, como la Region de Murcia,
especialmente bajo condiciones de invernadero, asi como en otras zonas, en las
que se prevé un aumento de temperatura como resultado del calentamiento global
(IPCC, 2001). En este ensayo se estudia el efecto del aumento de la temperatura
diurna sobre la calidad de tomate, dependiendo del estado de desarrollo del fruto

en el momento en el que se impone el estrés.
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5.1. MATERIALES Y METODOS
5.1.1. Material vegetal y manejo del cultivo

Se cultivaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Velasco) en
camaras de crecimiento, utilizando macetas de 15 L rellenas de fibra de coco y
perlita (85:15) (Figura 5.1). Las plantas se regaron con disolucion nutritiva
Hoagland conteniendo 14 N, 6 K, 4 Ca,2P,1S,y1 Mg (mM)y 50 Cl, 25 B, 2
Mn, 2 Zn, 0,5 Cu, 0,5 Mo, y 20 Fe (uM). Durante el ensayo, las plantas se podaron

guitando los brotes laterales y la polinizacion se propicié de forma manual.

5.1.2. Disefio experimental

Se establecio un fotoperiodo de 16/8 h dia/noche, con una intensidad de
luz durante el dia por encima de 550 pmol m? s y una humedad relativa del
70%. Inicialmente se establecieron las condiciones de temperatura consideradas
Optimas para el cultivo de tomate (24/12,5 °C, dia/noche), hasta que se pudieron
diferenciar seis estadios diferentes de desarrollo del fruto dentro de una misma
planta (53 dias después del transplante). En este momento, la temperatura
ambiental se incrementé hasta 32/19 °C (dia/noche) (Figura 5.2). Ademas, un
grupo de plantas se mantuvo bajo las condiciones de temperatura iniciales hasta
el final del ensayo (tratamiento control).

Figura 5.1. Plantas de tomate cultivadas en camara de crecimiento bajo

condiciones controladas de luz y temperatura.
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En la Tabla 5.1 se muestran los criterios establecidos para la clasificacion
de los estadios, asi como los dias que dichos frutos se mantuvieron bajo
condiciones de alta temperatura (DAT) antes de ser recolectados.

Tabla 5.1. Criterios elegidos para establecer los diferentes estadios de desarrollo
del fruto y dias a los que dichos frutos estuvieron expuestos a alta temperatura
(DAT).

Estadios de desarrollo Descripcion DAT*
estadio 1 floracion 44
estadio 2 @ <30 mm 36
estadio 3 @ < 40 mm 27
estadio 4 @ <50 mm 22
estadio 5 @ <60 mm 16
estadio 6 Frutos verdes totalmente desarrollados 6

*DAT son medias de los valores de cada tratamiento, con un maximo de variabilidad de +
3 dias.

Figura 5.2. Representacion grafica de los diferentes estadios de desarrollo del

fruto en los que se impuso el aumento de temperatura.

i



Compuestos bioactivos de tomate bajo condicionedtdeéemperatura

Se seleccionaron diez plantas por tratamiento, considerando como tales los
estadios a partir de los cuales se impuso el estrés térmico. No se utilizaron las
mismas plantas para muestrear frutos pertenecientes a diferentes tratamientos.
Las flores correspondientes al estadio 1 se seleccionaron de entre las disponibles
en el racimo 6 y los frutos correspondientes a los tratamientos de estadios 2-6 se
seleccionaron de los racimos 3-5. En las plantas bajo tratamiento control (24/12,5
°C, dia/noche durante todo el cultivo), los frutos fueron seleccionados de los
racimos 3-6. En todos los tratamientos, los frutos se recolectaron en estado de
maduracion rojo, lo que correspondié a 0, 6, 16, 22, 27, 36 y 44 DAT para el
tratamiento control y los estadios 6, 5, 4, 3, 2 y 1, respectivamente. Para evitar la
sobre-maduracion de los frutos, estos se revisaron diariamente y se recolectaron
inmediatamente una vez que habian alcanzado un color rojo homogéneo. Se
muestrearon seis repeticiones por tratamiento, cada una de ellas constituida por
diez frutos procedentes de diez plantas diferentes. El analisis de los pardmetros
fisicos (peso medio, diametro ecuatorial y longitudinal y los parametros de color
L*, a*, b*) se realizo en todos los frutos. Posteriormente, los frutos pertenecientes
a una misma repeticion se juntaron y la mitad de cada muestra se licué y se
centrifugd para la determinacién del contenido en sélidos solubles totales (SST).
La otra mitad se homogeneizé con N liquido y se conservé a -80 € hasta su
analisis. Los metabolitos analizados fueron carotenoides y vitamina C, segun los

procedimientos descritos en los apartados 3.3.3. y 3.3.4.

5.1.3. Anélisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante el analisis de la
varianza (ANOVA), usando IBM SPSS Statistic 21. Los valores se compararon

con el test de diferencia entre medias de Tukey.
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5.2. RESULTADOS Y DISCUSION
5.2.1. Rendimiento y parametros fisicos de los frut  os

Como resultado del aumento de la temperatura, se observdé una
disminucién del peso medio y de los didmetros ecuatorial y longitudinal de los
frutos respecto a los cultivados a temperatura 6ptima (Tabla 5.2). Estas pérdidas
de peso y tamafio fueron proporcionales al periodo de exposicién al estrés por
alta temperatura (a mayor duracién de la exposicion a alta temperatura, mayor
pérdida de peso y calibre), excepto en el caso de las frutos expuestos a 32 °C
desde floracién (estadio 1), los cuales mostraron pesos y tamafios similares a los
de los frutos control. Los resultados obtenidos en este primer estadio, pudieron
ser debidos a una mayor incidencia de aborto de flores, como mecanismo control
de la planta por retroalimentacion para evitar una excesiva relacion
sumidero/fuente (de Koning, 1996), y el consiguiente aumento del peso de los
frutos restantes en dicho racimo. Asi, en los racimos expuestos a alta temperatura
desde floracion, el namero de fruto fue menor (2-3) que en los mismos racimos
correspondientes a plantas control (5-6 frutos). Segun Hedhly y col. (2009), la
etapa reproductiva de tomate es mas sensible al estrés por alta temperatura que
la de crecimiento vegetativo. Ademas, dentro de las diferentes etapas de
desarrollo del fruto, ciertos estadios son mas sensibles. Asi, el estrés térmico por
alta temperatura aumenta la tendencia a abortar en las flores mas joévenes, debido
a un encogimiento del grano de polen, a fallos en la dehiscencia de la antera y a
una disposicion irregular del endotecio y la epidermis (Sato y col., 2002).Todo ello
explicaria la mayor incidencia de aborto de flores observada en el racimo 6,
correspondiente a frutos bajo alta temperatura desde el estadio 1, y el
consiguiente aumento del peso de los frutos restantes. Ademas, también
explicaria el aumento del contenido de sélidos solubles totales en los frutos
restantes (Tabla 5.2), como resultado de una concentracion de solutos, debido a
una disminucion de la relacion sumidero/fuente. No se observo efecto del

tratamiento en el contenido de agua de los frutos.
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El valor de a* directamente correlacionado con el color rojo del fruto,
disminuyd, como resultado del aumento de temperatura en frutos expuestos al
estrés desde el estadio 6 (frutos verdes totalmente desarrollados, 6 DAT). De
acuerdo con estos resultados, en un estudio anterior realizado por Gautier y col.
(2008) sobre frutos recolectados en verde y madurados posteriormente a
diferentes temperaturas, se observo una pérdida de color rojo como consecuencia
del aumento de la temperatura de 24 a 32 C, como c onsecuencia de la inhibicion
de la sintesis de licopeno. En nuestro estudio, el efecto negativo de la alta
temperatura sobre el color, disminuyd al aumentar el tiempo de exposicién al
estrés térmico, e incluso, los frutos desarrollados bajo condiciones de alta
temperatura durante periodos mas largos (36 y 44 dias), llegaron a aumentar el

valor de a * por encima del obtenido en los frutos del tratamiento control.

Tabla 5.2. Peso medio, didmetro ecuatorial (& ecuat.), diametro longitudinal (&
long.) parametros de color Hunter (L*, a* y b*), sélidos solubles totales (SST) y
contenido en agua de frutos de tomate bajo diferentes periodos de exposicion a

alta temperatura (32 °C).

Dias de exposicion a altas temperatura (DAT)

0 6 16 22 27 36 44
Peso (g) 83,5 857% 78,1*° 67,2% 60,9° 635" 795"
@ ecuat. (mm) 60,1 60,7 57,1 554 50,5° 555 60,0°
@ long. (mm) 42,0°  421° 41,7°  391* 375" 37,7 438"
L* 355* 36,5° 353* 362 36,1*° 365" 382"
a* 15,1* 13,0° 13,6* 158" 16,4 18,6° 26,3°
b* 13,3  14,5® 135  14,6® 142® 150° 17.1°
SST (° Brix) 42°  40*° 41%® 4,0  42%® 46" 48°
Agua (%) 941 946 9487 949 955 935 940

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias entre medias de acuerdo con el
test de Tukey.
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5.2.2. Contenido en compuestos bioactivos

Los compuestos sobre los que se estudié el efecto del aumento de la
temperatura ambiental fueron carotenoides y vitamina C. En el tratamiento control,
el analisis de estos compuestos se realizd sobre frutos de los racimos 3, 4,5y 6
de forma independiente. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre los racimos analizados para ninguno de los metabolitos, probablemente
debido, por un lado, al sistema de muestreo elegido en el que los frutos eran
recolectados de diferentes plantas, y por lo tanto no se modificaba la relacion
sumidero/fuente, y por otro, al hecho de que, en la camara de crecimiento, el
fotoperiodo se mantuvo constante durante todo el desarrollo del cultivo (a
diferencia de lo que ocurre bajo condiciones naturales). Por lo tanto, los
resultados se presentan como la media de los valores de concentracion de

carotenoides y vitamina C obtenidos para los diferentes racimos.

El efecto de la alta temperatura sobre la concentracion de vitamina C
dependio del estadio en el que se impuso el estrés y la duracion del mismo
(Figura 5.3). En los frutos sometidos a 32 T desde estadios de desarrollo
avanzados (estadios 6 y 5, equivalentes a 6 y 16 DAT, respectivamente), la
concentracion de vitamina C disminuyd con respecto a la alcanzada en los frutos
control. Al aumentar el periodo de exposicion al estrés, el efecto negativo de la
alta temperatura sobre el contenido de vitamina C disminuyé de forma
proporcional. Asi, los frutos bajo alta temperatura durante 36 dias (estadio 4)
alcanzaron una concentracién de vitamina C similar al observado en los frutos
control. Por otra parte, el aumento del periodo de exposicion a 44 dias, resulté en
un aumento de la concentracion de vitamina C por encima de los valores

obtenidos en los frutos del tratamiento control.
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Figura 5.3. Concentracion de vitamina C en frutos bajo condiciones de alta
temperatura (32 °C) durante diferentes periodos. Las barras son medias de los

valores + error estandar (n=6).

El estrés causado por la alta temperatura conduce a una alteracion de la
composicion de los frutos, a través de modificaciones a nivel fisioldgico,
bioquimico y molecular. A nivel de la planta, el aumento de la temperatura puede
alterar la distribucién de fotoasimilados entre los diferentes 6rganos de la planta,
asi como aumentar la produccion de frutos, a expensas del crecimiento vegetativo
(de Koning, 1996). Por otro lado, temperaturas superiores a los valores 6ptimos,
pueden alterar directamente los procesos de sintesis/degradacion de ciertos
metabolitos en la planta. En particular, la acumulacién de ascorbato se ve limitada
bajo condiciones de alta temperatura, al reducir la sintesis de ascorbato y/o
favorecer la degradacion del mismo por oxidacion, debido al aumento de las
actividades ascorbato peroxidasa y ascorbato oxidasa y a una disminucion de la
actividad dehidroascorbato reductasa (Rosales y col., 2006). Por otro lado, el
aumento proporcional de la concentracion de vitamina C al aumentar el periodo

de exposicion a alta temperatura, sugiere una adaptaciéon del metabolismo de la
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planta al estrés y/o una restauracion de los procesos de sintesis de ascorbato
durante los intervalos de tiempo en que disminuye la temperatura a lo largo del
fotoperiodo (noche). Finalmente, el contenido de vitamina C fue mayor en los
frutos expuestos a alta temperatura desde la floracion que en los frutos control,
probablemente debido a un efecto de concentracion, como resultado de una
disminucién de la relacion sumidero/fuente, debido a su vez a un incremento de
aborto floral. Dicho efecto de concentracion no puede ser atribuido a un menor
contenido en agua en el fruto, ya que en los andlisis no se vieron diferencias entre

los diferentes tratamientos.

Respecto a los carotenoides, los compuestos identificados en tomate
fueron fitoeno, fitoflueno, all trans-licopeno, 13 cis-licopeno, 5 cis-licopeno, luteina,
all trans-y-caroteno, all trans-B-caroteno, 9 cis-B-caroteno, 13 cis-B-caroteno y
violaxantina. El aumento de temperatura en el estadio 6 (frutos verdes totalmente
desarrollados), provoc6d una disminucién de la concentracion de licopeno total,
calculado como la suma de isomeros all trans, 13 cis, y 5 cis- licopeno (Figura 5.4
A). Esta disminucién estuvo acompafiada de una disminucion en la concentracion
de fitoeno y fitoflueno (precursores de licopeno) y de un aumento de la
concentracion de luteina (producto) (Tabla 5.3 y Figura 5.5).
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Figura 5.4. Concentracion total de licopeno total (A) y B-caroteno total (B) en
frutos expuestos a estrés térmico (32 °C) durante diferentes tiempos de

exposicion. Las barras son medias de los valores + error estandar (n=6).
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Tabla 5.3. Concentracién de carotenoides (ug g™*) en frutos de tomate expuestos
a alta temperatura (32 °C) durante diferentes periodos de tiempo.

Dias de exposicion a alta temperatura (DAT)

Compuestos 0 6 16 22 27 36 44

Fitoeno 16,8 85° 9,9% 114“ 135° 22,7% 244°
Fitoflueno 78> 42° 51 549 2™ 63" 67°
All trans-licopeno  100,4° 78,5° 94,9 99,3 111,3° 107,2° 143,6°
13 cis-licopeno 48 52* 669 64° 71 85 932
5 cis-licopeno 33 19" 1.8 22 18 22 19%®
Luteina 11,2° 12,8 13,8 13,2* 134® 13,7*% 122"

All trans-y-caroteno 3,2 28" 28 23 21° 19° 20°
All trans-B-caroteno 25,7 24,6 25,2 24,2 25,9 245 21,6

9 cis-B-caroteno 0,6 0,6 0,7 0,6 0,7 0,7 0,5
13 cis-B-caroteno 0,9 1,0 1,3 12" 14* 14* 13°
Violaxantina 31* 30 25 25 22 18 11¢

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias entre medias de acuerdo con el
test de Tukey.

En los estadios mas tempranos, el efecto de la temperatura (inhibiendo la
acumulacion de licopeno y sus precursores y aumentando la de luteina),
disminuyo6 proporcionalmente con el tiempo de exposicion a 32 €. Incluso, en el
caso de los frutos sometidos a altas temperaturas desde la floracion, las
concentraciones de fitoeno y licopeno, alcanzaron niveles superiores a los
observados en los frutos control. A diferencia de licopeno, la concentracion total
de B-caroteno (calculada como la suma de isémeros all trans, 9 cis y 13 cis-B-
caroteno) no se vio afectada por el aumento de la temperatura (Figura 7.4 B).
Ademas, las concentraciones de y-caroteno y violaxantina disminuyeron
proporcionalmente a la duracion de la exposicion al estrés. Segun Gautier y col.
(2008), la enzima fitoeno sintetasa (PSY), responsable de la formacion de fitoeno
a partir de dos moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP), juega un papel
fundamental en la regulacion de la biosintesis de carotenoides. PSY es inhibida
por el aumento de la temperatura, principalmente al nivel transcripcional (Bramley,

2002; Fraser y Bramley, 2004). Esto podria explicar la disminucién observada en
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la concentracion de fitoeno, fitoflueno, y de su producto licopeno, en frutos
sometidos a elevada temperatura durante un corto periodo de tiempo. Algunos
autores sugieren que la disminucion de licopeno como resultado de un aumento
de la temperatura puede ser debido a la degradacion de este compuesto hacia la
formacion de B-caroteno (Gautier y col., 2008). Sin embargo, nuestros resultados

también sugieren una degradacion de licopeno hacia la formacion de luteina.

Los mecanismos de control de retroalimentacion y canalizacion metabdlica
entre cada rama de la ruta de los isoprenoides, desempefian un papel clave en la
concentracion final de cada compuesto (Poiroux-Gonord y col.,, 2010). Asi el
hecho de que la concentracion de [-caroteno se mantuviera estable bajo
condiciones de estrés, podria estar relacionado, por una parte, con el aumento de
la degradacién de licopeno y y-caroteno y, por otra, con la disminucion del
catabolismo de B-caroteno hacia la formacidon de violaxantina, lo cual también
explicaria la disminucién observada en la concentracion de este ultimo

compuesto.

2 x Geranilgeranil difosfato

Fitoeno
Fitoflueno
Neurosporeno
{-caroteno
o-caroteno y-caroteno
a-caroteno B-caroteno
Luteina Zeoxantina
Violaxantina
Neoxantina

Figura 5.5 . Ruta de biosintesis de carotenoides
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El aumento de la duracion del estrés térmico, redujo el efecto negativo del
mismo sobre la concentracion de fitoeno, fitoflueno, licopeno y luteina, lo que
sugiere, de manera similar a lo observado en el caso de la vitamina C, una
adaptacion del metabolismo de la planta a la alta temperatura y/o a la
restauracion de los procesos de sintesis de los carotenoides durante intervalos de
tiempo en el que la temperatura disminuye a lo largo del fotoperiodo. El aumento
en el contenido de carotenoides observado en frutos correspondientes al estadio
1 (Tabla 5.3), podria también atribuirse a un efecto de concentracion, resultante

de una disminucién en la relacién sumidero/fuente.

Ademas de estos cambios metabdlicos en la ruta de biosintesis de los
isoprenoides, el estrés por alta temperatura condujo a un aumento en la
concentracion de los isémeros 13 cis-B-caroteno y 13 cis-licopeno. La formacién
de isdbmeros cis a partir de su correspondiente forma all trans, como resultado de
un aumento de la temperatura, ha sido previamente estudiada por otros autores
gue describieron la estabilidad de los diferentes isomeros de licopeno, de acuerdo
a su energia molecular, segun el orden 5 cis 2 all trans 29 cis 2 13 cis > 15 cis > 7
cis > 11 cis (Boileau y col., 2002; Chasse y col., 2001). Sin embargo, a pesar de
gue las formas cis son mas inestables, se ha demostrado que los isbmeros cis-
licopeno son mas biodisponibles que sus correspondientes isomeros trans,
probablemente debido a su menor longitud y a su baja tendencia de formar
agregados, lo cual les confiere una mayor solubilidad (Nguyen y Schwartz, 1998;
Boileau y col., 1999).

5.3. CONCLUSIONES

El efecto del aumento de la temperatura sobre el desarrollo del fruto y
sobre las concentracion de vitamina C y de carotenoides dependi6 de la etapa de
desarrollo del fruto en la que se impuso el estrés. En general, el aumento de
temperatura afectd negativamente al tamafio y al peso del fruto
proporcionalmente al tiempo de exposicion a altas temperaturas. Sin embargo, los
frutos sometidos a altas temperaturas desde floracién, mostraron tamafio y pesos

similares que los frutos del tratamiento control, debido a una mayor incidencia de
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aborto floral y al aumento de peso de los frutos restantes. Respecto a la calidad
nutricional, los frutos expuestos a 32 T durante un corto periodo de tiempo,
disminuyeron la concentracion de vitamina C y también la de licopeno, pero no se
observd ningun efecto de la temperatura sobre la concentracion de S-caroteno.
Los cambios observados en las concentraciones de otros carotenoides pueden
ser explicados por la canalizacion metabdlica entre las diferentes ramas de la ruta
de biosintesis de los isoprenoides. Por ultimo, el efecto negativo de la alta
temperatura sobre la concentracion de vitamina C y de licopeno, disminuye a
medida que aumenta el tiempo de exposicién al estrés, alcanzando valores
similares a los obtenidos en los frutos control, o incluso mayor, si los frutos
estaban bajo estrés térmico desde la floracion. Estos resultados muestran la
capacidad de las plantas de tomate para adaptarse a condiciones de estrés
térmico, pudiendo incluso restaurar las concentraciones de estos metabolitos

después de largos periodos de exposicion a alta temperatura.
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Capitulo 6

INFLUENCIA DE LA NUTRICION NITROGENADA Y SU INTERAC CION CON
EL SOMBREO, EN EL RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE TOMAT E

El uso de fertilizantes de nitrdgeno (N) contribuye en gran medida al
correcto crecimiento y desarrollo de las plantas, pudiendo aumentar de forma
significativa el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, un manejo incorrecto
de la nutricion nitrogenada puede ocasionar efectos negativos sobre los
mismos, entre otros, mayor riesgo de sufrir problemas fitosanitarios (Parisi y
col., 2006), mayor sensibilidad a condiciones medioambientales adversas
(Amancio y Stulen, 2007) y disminuciéon de la vida uatil de los frutos en
postcosecha al aumentar el riesgo de rotura de los tejidos, produciendo
alteraciones fisiolégicas y senescencia (Hewett, 2006). Por otro lado, la
aplicacion excesiva de N en sistemas de produccion intensivos, incrementa la
lixiviacion de nitratos a lo largo del perfil del suelo (Flores y col., 2005),
provocando serios problemas medioambientales, como la contaminacién de

aguas subterrdneas y eutrofizacion del medio (Cameron y col., 2013).

Respecto al cultivo de tomate, el aumento de la dosis de N provoca, en
general, un aumento de la produccién de fruto hasta cierto limite, en el que se
favorece el crecimiento vegetativo en detrimento del productivo (Zotarelli y col.,
2009; Elia y Conversa, 2012). Este aumento del rendimiento conlleva, en
muchos casos, una disminucion de la calidad, como consecuencia de la
disminucién de su contenido en azucares y acidos organicos (Parisi y col.,
2006; Wang y col., 2007). Respecto al efecto de la nutriciébn nitrogenada sobre
la calidad funcional, los estudios se han centrado mayoritariamente en los
principales compuestos bioactivos de tomate: carotenoides, vitamina C y
compuestos fendlicos. En una revision de la literatura existente, Poiroux-Gonord
y col. (2010) concluyeron que altas dosis de N favorecen la acumulacién de
carotenoides en el fruto. Sin embargo, los resultados obtenidos por Bénard y
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col. (2009) sugieren que el efecto del N sobre el contenido de licopeno y -
caroteno no es significativo y depende en gran medida de la estacién de cultivo.
Respecto al contenido de vitamina C, la mayoria de los autores coinciden en
gue el aumento de la disponibilidad de N provoca una disminucion del contenido
de vitamina C en el fruto (Lee y Kader, 2000; Reboucas y col., 2015). De
acuerdo con esto, el contenido en compuestos antioxidantes hidrofilicos
(vitamina C y compuestos fendlicos) aumenté al disminuir la dosis de N, como
mecanismo de defensa inducido por el estrés por deficiencia de N (Ochoa-
Velasco y col.,, 2016). A pesar del aumento del contenido de compuestos
fendlicos descrito en hoja como respuesta a una disminucion del aporte de N
(Stout y col., 1998), otros estudios no encuentran un incremento de dichos
compuestos en fruto, probablemente debido a que se trata de un érgano mas

protegido (Stewart y col., 2001; Benard y col., 2009).

El efecto del N sobre el rendimiento y la calidad final de los frutos, puede
estar influenciado por otros factores externos que han de ser considerados con el
fin de optimizar el manejo de la nutricion mineral, procurando mejorar la calidad
de tomate, sin grandes pérdidas en el rendimiento. En particular, el uso de mallas
de sombreo es una practica agricola muy extendida como medida econémica
para paliar el efecto de la alta radiacion y el consecuente aumento de temperatura
en zonas calidas. Dicho aumento de temperatura se encuentra entre los factores
ambientales que mas afectan al rendimiento y la calidad de los frutos en climas
semiéaridos, llegando a ser un factor limitante durante los meses de verano,
especialmente para los cultivos desarrollados bajo invernadero. El objetivo de
este trabajo es conocer la influencia de la dosis de N y su interaccion con el uso
de mallas de sombreo, sobre la calidad de tomate, considerando su contenido en

compuestos relacionados con el sabor y el valor funcional del fruto.
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6.1. MATERIALES Y METODOS

En primer lugar se plante6 un ensayo en el que se estudio la interaccién N
x sombreo sobre el rendimiento y la calidad de tomate. Para ello se contemplaron
tratamientos con o sin sombreo, combinados con diferentes dosis de N impuestas
desde el trasplante. A la vista de los resultados obtenidos y de los resultados
contradictorios encontrados en la bibliografia sobre el efecto de la disminucién de
la dosis de N sobre la produccion y composicion de tomate, se planted un
segundo ensayo en el que se compar6 el efecto de la reduccién de N a partir de

dos estadios de crecimiento diferentes: trasplante y floracion.

6.1.1. Material vegetal y sitio de estudio

Se cultivaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) en macetas de
20 L rellenas con una mezcla de fibra de coco y perlita (85:15), en un invernadero
de policarbonato localizado en las instalaciones del Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) en La Alberca (Murcia). El
riego se realizd6 mediante control automatizado con disolucion nutritiva Hoagland
(Tabla 6.1), la cual se modificé para alcanzar las diferentes dosis de N mediante
sustitucién total o parcial de KNO3 y Ca(NOs3),-4H,0, afiadiendo Cl,Ca y K,SO,4 en

caso necesario.

Tabla 6.1. Composicion de la disolucion nutritiva Hoagland modificada

Macronutrientes (mM)

NOs H,PO, S0O.* Ca®" K* Mg%*
14 2 2 4 8 2
Micronutrientes (uM)
B Mn Zn Cu Mo cr
25 2 2 0,5 0,5 50
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6.1.2. Disefio experimental
6.1.2.1. Interacciéon N x sombreo sobre la produccion y calidad

En este primer ensayo, los tratamientos consistieron en tres niveles de N,
14, 7y 3 mM (T1, T2 y T3, respectivamente), combinados con dos niveles de
intensidad luminosa: control (100% Iluz) y sombreo (60% Iluz) mediante la
utilizacion de pantalla térmica (AOL S 40). Los seis tratamientos resultantes se
distribuyeron en un disefio de bloques al azar con dos bloques por tratamiento y

cinco repeticiones por bloque (10 repeticiones por tratamiento) (Figura 6.1).
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Figura 6.1 . Disefio experimental del estudio de la interaccion N x sombreo.

La colocacion de la pantalla térmica provocd una disminucion de la
temperatura maxima, de aproximadamente de 5 °C, respecto a la de la zona no
sombreada, llegdndose a alcanzar de manera puntual diferencias de hasta 9 °C
entre ambas zonas (Figura 6.2). La temperatura minima nocturna no se Vvio

alterada por el sombreo.
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Figura 6.2. Evolucion de las temperaturas maximas y minimas en las zonas 100%

luz y 60% luz a lo largo del ciclo de cultivo.

6.1.2.2. Reduccién de la dosis de N en diferentes fases de desarrollo

En este ensayo, los tratamientos consistieron en la aplicacion de diferentes
dosis de N (14, 7, 3 mM N) a partir de dos estadios de desarrollo de la planta. Un
primer grupo de plantas fue cultivado bajo dichos tratamientos desde el trasplante
(plantulas con cuatro hojas verdaderas, de altura aproximada de 10-15 cm). El
segundo grupo fue cultivado inicialmente con una dosis 14 mM N y a partir de la
floracion de los primeros tres racimos, se impusieron las tres dosis de N. Los
tratamientos se dispusieron en el invernadero segun un disefio de bloques al azar
con dos bloques y 6 repeticiones por bloque, cada repeticiéon formada por tres
plantas (Figura 6.3).
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Figura 6.3 . Vista parcial del invernadero donde se realizaron los ensayos con
diferentes tratamientos de N.

6.1.3. Muestreo y parametros analizados

Para la determinacién de la produccién total, nimero y peso medio de los
frutos, se recolectaron y pesaron todos los frutos de forma individual. Para el
analisis de los parametros de calidad, se seleccionaron frutos de los racimos 2-4,
en estado de maduracion totalmente rojo, descartando aquellos que no tenian un
color homogéneo o presentaban algun defecto. El estado de maduracion de los
frutos se supervisaba diariamente para evitar la sobremaduracion de los mismos.
El andlisis de metabolitos relacionados con la calidad organoléptica y nutricional
se realiz0 segun la metodologia descrita en los apartados: parametros fisicos
(3.2), andlisis de azucares (3.3.1.), andlisis de compuestos fendlicos (3.3.2.),
analisis de carotenoides y vitamina E (3.3.3.) y analisis de vitamina C (3.3.4.) del

capitulo 3.
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6.1.4. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el analisis de la
varianza (ANOVA), utilizando el programa estadistico SPSS 18. Los valores se

compararon con el test de diferencia entre medias de Tukey.

6.2. RESULTADOS Y DISCUSION
6.2.1. Interaccion N x sombreo sobre la produccién y calidad
6.2.1.1. Produccion

La nutricién nitrogenada tiene un fuerte impacto en el desarrollo de los
cultivos y la obtencion de rendimientos 6ptimos. Requiere por tanto, un adecuado
manejo que permita conseguir un equilibrio entre el desarrollo vegetativo y
reproductivo (Warner y col., 2004). Ademas, el efecto del N sobre la produccion
depende de otros factores externos como es la luz. Asi, se ha comprobado que el
uso de mallas de sombreo en invernadero afecta a la produccion y la absorcion de
nutrientes en plantas de tomate (Gent, 2008). En nuestro ensayo, la aplicacion de
sombreo (60% luz) solo disminuyd significativamente la produccion total de frutos
en el tratamiento 14 mM N (Tabla 6.2). Independientemente de la intensidad
luminosa, la disminucién de la dosis de N provocd una reducciéon del nimero de
frutos, lo que se atribuyé a que las restricciones de N establecidas en los
tratamientos 7 y 3 mM N se impusieron desde el trasplante, limitando el cuajado
de los frutos. Por otro lado, mientras que en condiciones de 100% luz, la
disminucion del namero de frutos como consecuencia de la disminucién de la
dosis de N, no modific6 el peso medio de los mismos, bajo condiciones de
sombreo, la disminucién de la dosis de N (y consecuente disminucion del nimero
de frutos) provoco un aumento significativo del peso medio. Segun Gent (2008),
las condiciones de sombreo favorecen el crecimiento de los frutos en detrimento
del crecimiento vegetativo. Por tanto, el aumento del peso medio, observado bajo
condiciones de sombreo, como consecuencia de la disminucion del numero de

frutos al disminuir la dosis de N, podria explicarse por una movilizaciéon de las
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reservas de carbohidratos acumuladas en tallos y hojas hacia los frutos restantes.
Por el contrario, bajo condiciones 100% luz, la disminucién de la dosis de N
podria favorecer el mantenimiento del crecimiento vegetativo a expensas del
crecimiento de los frutos. Como resultado del aumento de peso de los frutos
cultivados bajo sombreo, al disminuir la concentracién de N de 14 a 7 mM, en este
tratamiento se alcanz6 un valor de produccion similar al obtenido en el tratamiento
100% luz 'y 14 mM N.

Tabla 6.2. Produccién (kg planta™), nimero, peso medio (g) y color (L y a*) de
frutos cultivado bajo diferentes intensidades de luz (100% y 60%) y dosis de N
(14, 7y 3 mM N).

Producciéon  N° frutos Peso L a*
EFECTOS PRINCIPALES
Dosis 14 2,67 36,5° 73,12 39,0 14,8°
7 2,48" 30,1° 84,4° 38,8 13,9
3 1,68 20,12 84,7 38,4 12,87
ik - ns. %
Luz 100% 2,27 30,6 74,7 39,2 14,9
60% 2,29 27,7 86,9 38,4 12,8
n.s. n.s. *x * ok
INTERACCION
Luz Dosis
100% 14 2,96° 39,0 76,2% 38,9° 15,4
7 2,33 33,6 70,0° 39,0° 15,1
3 1,50% 19,2 77,9% 39,6 13,1
60% 14 2,38° 34,0 70,12 39,1° 14,0
7 2,62 26,6 98,9° 38,6% 12,2
3 1,87° 21,0 91,7 37,6 12,0
*x n.s. il il n.s.

* xx & indican diferencias significativas entre medias con un nivel de probabilidad del 0,1, 1 y

5%, respectivamente. n.s., no significativo.
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Respecto al color, no se observaron diferencia significativas en la
luminosidad del fruto (L) entre los diferentes tratamientos de N y luz, excepto en el
caso de frutos cultivados con 3 mM N y 60% luz, que presentaron un valor mas
bajo que el resto de tratamientos (Tabla 6.2). El valor de la coordenada a*
(contribucion del rojo) fue significativamente mayor en el tratamiento 100% luz y
aumento con el incremento de la dosis de N, debido a un aumento de la
concentracion de los compuestos responsables del color rojo en tomate, licopeno
y en menor medida B-caroteno (ver apartado 6.2.1.2), como resultado del
aumento de la intensidad luminosa (Jarquin-Enriquez y col.,, 2013) y la
disponibilidad de N (Poiroux-Gonord y col., 2010).

6.2.1.2. Calidad

Respecto al contenido en azlcares solubles, no se observé interaccion
entre los efectos del N y la luz (Tabla 6.3). La concentracion de glucosa disminuyo
al disminuir la concentracion de N en el medio, independientemente de la
intensidad de luz, aunque esta disminucion solo fue significativa en el tratamiento
con 3 mM N (Tabla 6.3). Por otro lado, la dosis de N y la intensidad luminosa no
afectaron significativamente a la concentracion de fructosa. La mayoria de los
estudios correlacionan la disminucién de la disponibilidad de N, con un aumento
de la concentracion de azucares en frutos (Ono y col., 1996; Wingler y col., 2006).
Sin embargo, a diferencia de estos estudios, nuestras condiciones experimentales
incluyeron la restricciéon de N (tratamientos 3 y 7 mM) durante un largo periodo
(desde trasplante), lo que supone una limitacion mas severa. Esta limitacion
podria afectar a la fotosintesis disminuyendo el contenido de clorofila y
deteriorando las membranas fotosintéticas como consecuencia de la acumulacion
de almidén (Guidi y col., 1998), afectando de esta manera la acumulacién de

glucosa en frutos.
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Tabla 6.3. Concentracién de glucosa y fructosa en frutos de tomate cultivado con
diferentes intensidades de luz (100% y 60%) y diferentes dosis de N (14, 7y 3
mM N).

Glucosa Fructosa
EFECTOS PRINCIPALES
Dosis 14 20,9" 19,7
7 18,0 19,6
3 16,7% 18,3
* n.s.
Luz 100% 17,9 19,3
60% 18,7 18,9
n.s. n.s.
INTERACCION
Luz Dosis
100% 14 20,3 20,2
7 18,0 19,7
3 15,5 18,0
60% 14 19,0 20,3
7 19,0 19,5
3 17,7 18,7
n.s. n.s.

* ** *x%_indican diferencias significativas entre medias con un
nivel de probabilidad del 0,1, 1 y 5%, respectivamente. n.s., no

significativo.

Entre los compuestos fenodlicos detectados en los frutos de tomate, el
mayoritario fue el acido clorogénico con una concentraciéon media de 7,2 pg g,
seguido de acido homovanilico-O-hexésido (3,5 pg gd), rutina (3,7 pg g,
kaempferol-3-O-rutinésido (3,2 pg gl), floretina-C-diglucésido (1,3 pg g?),
naringenina (0,77 pg g*), acido criptoclorogénico (0,76 pg g), acido cafeico-O-
hexésido (0,57 ug gt), naringenina-O-hexédsido (0,34 ug g), acido ferdlico-O-
hexésido (0,27 pug g*t), acido coumaroilquinico (0,20 pg g*), acido cafeico (0,08
ug gl), rutina-O-pentésido (0,05 pg g?), acido rutina-O-hexosido (0,05 pg g*),
quercetina (0,04 pg gt), acido ferdlico (0,04 pg gt), acido dicafeoilquinico (0,03
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ug gt y acido p-cumérico (0,01 pg gl). La concentracién de compuestos
fendlicos totales, calculada como suma de todos los compuestos fendlicos
individuales detectados, aumentd significativamente como resultado del aumento
de la intensidad luminosa y de la disminucion de la dosis de N (Tabla 6.4 y Figura
6.4). EI aumento observado como consecuencia de la disminucion de la
concentracion de N, fue mas pronunciado en el tratamiento 100% luz, por lo que
ANOVA detectd una interaccion significativa entre los factores principales

estudiados (N y sombreo).

Tabla 6.4. Significancia de los efectos principales (intensidad de luz y dosis de
nitrdgeno) sobre el contenido de licopeno, B-caroteno, compuestos fendlicos

totales, vitaminas C y E.

Fendlicos Vitamina C Vitamina E Licopeno B-caroteno

% Luz (L) rkk rkk n.s. * n.s.
Nitrégeno (N) rkk *x *x n.s. n.s.
N x sombreo * n.s. n.s. * *

* ** %+ indican diferencias significativas entre medias con un nivel de probabilidad del 0,1, 1 y

5%, respectivamente. n.s., no significativo.
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Figura 6.4. Concentracién de compuestos fendlicos totales (ug g* PF) en frutos
de tomate cultivados bajo los diferentes tratamientos de luz y N. Los valores son
medias £ SE (n=10).

Al igual que en el caso de los compuestos fendlicos, la concentracion de
vitamina C en fruto fue mayor bajo condiciones de 100% luz y aumento
significativamente al disminuir la concentracion de N en el medio de cultivo,
aunque de forma menos acusada (Tabla 6.4, Figura 6.5). Sin embargo, a
diferencia de lo observado para compuestos fendlicos, el efecto de ambos
factores (N y sombreo) sobre la concentracion de vitamina C, fue independiente el
uno del otro (interaccion N x sombreo no significativa).
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Figura 6.5. Concentracién de vitamina C (ug g* PF) en frutos de tomate
cultivados bajo los diferentes tratamientos de luz y N. Los valores son medias *
SE (n=10).

Segun Bénard y col. (2009), la disminucion de la dosis de N provoca un
aumento de la concentracion de acido ascérbico y compuestos fendlicos en
tomate al disminuir la produccién, aumentando la relacion fuente/sumidero, lo que
se traduce en un mayor contenido de estos metabolitos en fruto (efecto de
concentracion). Por otro lado, en un estudio realizado por Stewart y col. (2001), el
estrés por déficit de N provocé un aumento del contenido de flavonoides en
tomate, lo que se atribuyé al aumento de la actividad fenilalanina amonio liasa
(PAL) que, bajo dichas condiciones, libera N hacia la ruta de sintesis de
aminoacidos, a la vez que se derivan los esqueletos de carbono, via 4-cumaroil-
CoA, hacia la sintesis de flavonoides (Margna, 1977). De acuerdo con Lovdal y
col. (2010), la privacién de N en plantas de tomate provoca un aumento de la
expresion de genes estructurales que regulan las enzimas PAL (fenilalanina
amonio liasa), CHS (chalcona sintasa), F3H (flavanona-3-hidroxilasa), y FLS
(flavonol sintasa), de las rutas de fenilpropanoides y flavononides, aumentando

asi la concentracion de flavonoides.
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La sintesis de compuestos fendlicos puede estar inducida por un amplio
rango de estimulos ambientales, entre los que destaca la luz (Li y col., 1993). Asi,
el aumento de la intensidad luminosa se ha correlacionado con la acumulacion de
compuestos fendlicos, ademas de vitamina C, en tomate, probablemente debido
al papel fotoprotector que juegan estos compuestos (Dumas y col., 2003; Gautier
y col., 2008). En concreto, los flavonoles que se acumulan en la piel de los frutos
de tomate, filtran las longitudes de onda dafiinas de la radiacion (Stewart y col.,
2000) y proporcionan proteccion contra el dafio oxidativo inducido por la luz (Guidi
y col., 1998). Debido a la dependencia entre los factores luz y temperatura, el
aumento de la concentracion de compuestos fendlicos observada en fruto
cultivados sin sombreo, puede también atribuirse a la mayor temperatura
alcanzada en dicha zona (Gautier y col., 2008), probablemente debido a un
mecanismo de defensa de la planta ante la situacién de estrés (Karipcin y col.,
2016). Por otro lado, se ha descrito una estrecha correlacién entre las condiciones
de luz y el contenido de acido ascorbico en tomate y otros vegetales de forma
gue, en general, a menor intensidad luminosa, menor concentracion de vitamina C
en los tejidos, debido a un menor suministro de fotoasimilados necesarios para la

sintesis de este metabolito (Gruda, 2005).

Existe escasa informacién sobre como el sombreo afecta al contenido de
compuestos fenolicos en funcion del manejo de la nutricibn nitrogenada
(interaccion N x sombreo). En general, la mayoria de los trabajos que estudian el
efecto de diferentes factores ambientales y/o agronémicos sobre la composicién
de fruto, se centran en cada uno de estos factores de forma individual. Aunque
esta informacion es muy valiosa para entender los mecanismos de respuesta de
los cultivos a cada situacion, estos estudios se alejan de lo que ocurren en
condiciones de campo, donde normalmente se dan combinaciones de diferentes
estreses y los resultados pueden diferir de los esperados. Asi, se ha demostrado
gue el patron de expresion génica en plantas cultivadas bajo la combinacion de
diferentes tipos de estrés, puede ser diferente del patron de expresion observado
cuando estos estreses son aplicados individualmente (Riszhsky y col., 2004;
Mittler, 2006). En un estudio realizado por Mestre (2014), sobre tomate cultivado

bajo una combinacién de estreses (salinidad y alta temperatura), se observo que
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mientras que a 25 °C la concentracion de compuestos fendlicos aumenté como
resultado del aumento de la concentracién de NaCl por encima de 30 mM, a 35 °C
ocurrid el efecto contrario. En nuestro caso, el incremento de los compuestos
fendlicos como resultado de la disminucién de la dosis de N, fue mucho mas

evidente bajo condiciones de 100% luz que con sombreo.

Respecto al contenido de vitamina E de los frutos, la respuesta a los
tratamientos de N fue independiente de la intensidad luminosa (interaccion N X
sombreo no significativa) (Tabla 6.4) y muy diferente a la observada en el caso de
compuestos fendlicos y vitamina C. En primer lugar, la reduccién de la intensidad
luminosa no afectd significativamente a la concentracion de vitamina E en el fruto,
aunque se observo una ligera tendencia a disminuir (Tabla 6.4, Figura 6.6). Por
otro lado, la disminucion de la dosis de N disminuyo la concentracion de esta
vitamina. De acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito una disminucion de
la concentracién de vitamina E en lechuga, como consecuencia de la aplicacion
de sombreo (Zhou y col., 2009). Segun dichos autores, el mayor contenido de
vitamina E y otros metabolitos como carotenoides, glutation y ascorbato,
encontrados en plantas crecidas bajo alta intensidad de luz, puede ser debido a
su papel fotoprotector mediante la absorcién del exceso de energia.

Licopeno y B-caroteno representaron el 74% y un 16%, respectivamente,
de los carotenoides totales detectados en fruto. En general, el sombreo provoco
un aumento de la concentracion de licopeno en tomate (Tabla 6.4, Figura 6.7).
Segun Gautier y col. (2008), el aumento de la temperatura del fruto de 27 a 32 °C,
inhibe la sintesis de precursores de licopeno y, a partir de 32 °C, se produce una
reduccion de la acumulacion de este metabolito. Por lo tanto, el mayor contenido
de licopeno encontrado en frutos cultivados bajo sombreo, podria atribuirse a la
disminucién de la temperatura maxima alcanzada en dicho tratamiento, y al
aumento del tiempo en el que los frutos permanecieron por debajo de la
temperatura critica para la sintesis de licopeno, dentro de cada fotoperiodo. Por
otro lado, el efecto del N sobre la concentracion de licopeno, dependio de la
intensidad luminosa; mientras que bajo condiciones de 100% luz, la disminucion
de la dosis de N provocé una disminucion de la concentracion de este compuesto,

bajo condiciones de 60% luz no se observé este efecto. Con respecto a f3-
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caroteno, también se detect6 una interaccion entre los factores N y sombreo, de
forma que la disminucion de N, provocé una disminucion de su concentracion, la

cual fue mas pronunciada en condiciones de 100% de luz que en sombreo (Tabla
6.4, Figura 6.8).
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Figura 6.6. Concentracién de vitamina E (ug g PF) en frutos de tomate

cultivados bajo los diferentes tratamientos de luz y N. Los valores son medias *
SE (n=10).
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Figura 6.7 . Concentracién de licopeno (ug g* PF) en frutos de tomate cultivados
bajo los diferentes tratamientos de luz y N. Los valores son medias + SE (n=10).
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Figura 6.8. Concentracion de B-caroteno (ug g PF) en frutos de tomate

cultivados bajo los diferentes tratamientos de luz y N. Los valores son medias +
SE (n=10).
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En resumen, la aplicacion de mallas de sombreo disminuy6
significativamente la produccion total de frutos en las plantas cultivadas con 14
mM N, pero no afecté a la produccidon en los tratamientos con 7 y 3 mM. La
disminucién de la dosis de N, provocé una reducciéon del nimero de frutos
independientemente de la intensidad luminosa. Sin embargo, bajo condiciones de
sombreo la disminucion de la dosis de N favorecié el aumento del tamafio de los
frutos. El sombreo no afectdé a la concentracion de azucares en los frutos. La
disminucién de la dosis de N, solo disminuyo la concentracion de azucares en el
caso de glucosa en frutos cultivados con 3 mM N, independientemente de la
intensidad luminosa. Respecto al contenido de compuestos bioactivos, la
aplicacion de sombreo disminuyé la concentracion de la mayoria de los
compuestos estudiados (vitamina C, compuestos fendlicos, vitamina E y -
caroteno). Mientras que la disminucion de la dosis de N aumento la concentracion
de vitamina C y compuestos fendlicos, dicha reduccion tuvo el efecto contrario
sobre vitamina E y B-caroteno. Sin embargo, en ambos casos, el efecto de la
dosis de N se vio amortiguado en condiciones de sombreo. Al contrario de lo
observado para otros metabolitos, el sombreo aumenté la concentracién de
licopeno, probablemente debido a la disminucion asociada de la temperatura.
Ademas, bajo dichas condiciones, la disminucion de la dosis de N no afectd

significativamente a su concentracion.

6.2.2. Reduccion de la dosis de N en diferentes fas es de desarrollo
6.2.2.1. Produccién

La disminucion del aporte de N suele estar relacionada con una
disminucién en el crecimiento vegetativo de la planta, pero si la disminucion no se
produce de manera muy drastica, no suele tener gran impacto en la cosecha
comercial e incluso puede producirse un incremento del contenido de materia
seca y de la calidad del fruto (Bénard y col., 2009). En nuestro ensayo, cuando los
tratamientos de N se aplicaron desde el trasplante, la disminucion de la dosis de
N de 14 a 7 mM no afecto significativamente a la produccion total (Figura 6.9 A).
Sin embargo, las plantas fertilizadas con las dosis mas baja (3 mM) obtuvieron un
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menor rendimiento que las plantas control (14 mM). Dicha merma del rendimiento

fue debida a una disminucién en el numero de frutos. Por otro lado, las

disminuciones en los aportes de N a partir de la floracion del primer racimo, no

afectaron a la produccion total, ya que la disminuciéon en el peso medio al

disminuir la concentracion N de 14 a 3 mM, fue compensada con un aumento del

namero de frutos (Figura 6.10 y Figura 6.11). Dicho aumento puede atribuirse a

una menor caida de flores y por lo tanto a una menor relacién fuente/sumidero,

que justifica la disminucién del peso de los frutos.
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Figura 6.9. Efecto de diferentes dosis de N aplicadas desde el trasplante (A) y

desde la floracion (B) sobre la produccion total. Los valores son medias + SE

(n=6).
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Figura 6.10. Representacién de diferentes dosis de nitrégeno aplicadas desde

trasplante (A) y desde floracion (B) sobre el numero de frutos. Los valores son
medias + SE (n=6).
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Figura 6.11. Efecto de diferentes dosis de N, aplicadas desde trasplante (A) y

desde floracion (B) sobre el peso medio de los frutos. Los valores son medias +

SE (n=6).
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6.2.2.2. Calidad

Los azucares solubles mayoritarios detectados en tomate fueron glucosa y
fructosa. En el grupo de plantas donde los diferentes tratamientos de N se
aplicaron desde el trasplante, se observé una disminucion significativa tanto de la
concentracion de glucosa como de fructosa, al disminuir la dosis de N de 14 a 7
mM (Tabla 6.5). Por el contrario, en plantas donde los tratamientos se aplicaron a
partir del periodo de floracion, se observéd un aumento significativo de la
concentracion de azucares, en las plantas fertilizadas con la menor concentracion
de N (3 mM). La mayoria de los estudios previos, describen una acumulacion de
azucares en frutos de tomate, como consecuencia de la restriccion del aporte de
N (Wang y col., 2007). Segun Bénard y col. (2009), dicha acumulacion es debida
la disminucién del crecimiento vegetativo que a su vez provoca un aumento de la
irradiancia del fruto, aumentando asi su actividad fotosintética y por lo tanto, su
contenido en azlcares. Ademas, la disminucién del crecimiento vegetativo
también provocaria un aumento de la temperatura de los frutos y como
consecuencia, del flujo de C y del contenido de hexosas en los mismos (Walker y
Ho, 1997). Por dltimo, Wingler y col. (2006) atribuyeron la acumulacion de
azucares bajo restricciones de N a una disminucion de la demanda de esqueletos
de carbono para la sintesis de aminoacidos y proteinas. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en nuestro ensayo cuando las limitaciones de N se
impusieron desde la floracion de los primeros racimos. Sin embargo, en los
tratamientos de N impuestos desde el trasplante se observo el efecto contrario,
probablemente debido a que la restriccion de N, prolongada durante un mayor
periodo de tiempo, resulté muy drastica, pudiendo afectar a la fotosintesis durante
los primeros estadios de desarrollo de la planta, interfiriendo asi en el proceso de
acumulacion de reservas y por lo tanto, a la distribucion posterior de

fotoasilmilados hacia los frutos.
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Tabla 6.5. Contenido de glucosa y fructosa (mg g*) en tomates sometidos a los
diferentes tratamientos de N desde el trasplante o desde la floracion del primer

racimo.

Estadio Dosis N (mM)  Glucosa Fructosa
Trasplante 14 20,4° 18,2°
7 17,78 16,0%
3 17,9% 15,9%

** *
Floracion 14 20,42 18,22
7 20,9% 18,72
3 22,3 20,3

* *%

* *x **% indican diferencias significativas entre medias con un nivel de
probabilidad del 0,1, 1 y 5%, respectivamente. n.s., no significativo.

Los valores son medias + error estandar (n=10).

En cuanto a la concentracion de vitamina C, la disminucion de la dosis de N
aumento la concentracion de este metabolito, independientemente del momento
de desarrollo en el que se aplicod la restriccién (Figura 6.12). Estos resultados
coinciden con los encontrados en el estudio previo sobre una variedad comercial y
el mutante enano Micro-Tom (Flores y col., 2015), y los descritos por Wang y col.
(2008b). Algunos autores relacionan dicho incremento, al igual que en el caso de
azucares, con un aumento de la irradiancia en fruto (Dumas y col., 2003; Simone
y col., 2007). Por otro lado, ascorbato es un metabolito secundario cuya sintesis
puede aumentar bajo condiciones medioambientales adversas, como respuesta
de la planta a un estrés abidtico (Gill y Tuteja, 2010; Gallie, 2013). Asi, la
restriccion de N y el aumento de la temperatura de los frutos como consecuencia
del menor crecimiento vegetativo, podria provocar la acumulacion de este

metabolito en fruto.
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Figura 6.12. Efecto de diferentes dosis de N aplicadas desde trasplante (A) y
desde floracién (B) sobre el contenido de vitamina C (mg g). Los valores son

medias + SE (n=6).

El efecto de la dosis de N sobre el contenido de los principales
carotenoides, dependido de cada metabolito y de la etapa de desarrollo de la
planta o del fruto en la que se impusieron los tratamientos. El compuesto
mayoritario fue licopeno, seguido de B-caroteno, luteina, fitoeno, fitoflueno,
violaxantina y y-caroteno. La concentracion de la mayoria de carotenoides
disminuy6 como resultado de una reduccion de las dosis de N, en las plantas en
las que los tratamientos se impusieron desde trasplante (Figuras 6.13 y 6.14 y
Tabla 6.6). Los resultados obtenidos cuando los tratamientos se impusieron desde
floracion fueron diferentes y dependieron del metabolito estudiado. Mientras que
la concentracion de licopeno y su precursor fitoeno aumentaron como
consecuencia de la reduccion de N (Figura 6.13), la mayoria de los carotenoides
no se vieron afectados, excepto luteina cuya concentracion fue menor en el
tratamiento con 3 mM N respecto al resto (Figura 6.14). La disminucion de N y el
consecuente aumento de la temperatura del fruto provocarian dos efectos
contrarios sobre la sintesis de carotenoides. Por un lado, el aumento de la
irradiancia en el fruto estimularia su sintesis y por otro, el aumento de temperatura
podria provocar el efecto contrario (Dumas y col., 2003). De acuerdo con
Hernandez y col. (2015), la temperatura afecta de distinta forma a la

concentracion de los diferentes carotenoides, dependiendo de la canalizacién
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metabdlica entre las diferentes ramas de la ruta de biosintesis de los
isoprenoides. Asi, los resultados obtenidos podrian explicarse por la combinacion
de los efectos contrarios que provocan el aumento de la irradiancia y de la
temperatura, y por otro lado, por el diferente efecto de la temperatura

dependiendo del metabolito estudiado.
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Figura 6.13. Efecto de diferentes dosis de N aplicadas desde trasplante (A) y

desde floracién (B) sobre el contenido de licopeno (ug g'). Los valores son
medias = SE (n=6).
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Figura 6.14. Efecto de diferentes dosis de N aplicadas desde el trasplante (A) o
desde floracion (B) sobre el contenido de B-caroteno (ug g*). Los valores son

medias = SE (n=6).
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Tabla 6.6. Contenido de luteina, violaxantina (viol), fitoeno, fitoflueno (fitof) y y-
caroteno (y-car) (expresados en pg g*), segiin el momento de aplicacién en el

gue se aplicaron las diferentes dosis de nitrogeno (N mM).

Estadio Dosis Luteina Viol  Fitoeno Fitof y-car
14 14,1° 2,5° 24,9° 6,0° 2,4°
Trasplante 7 90° 14® 208° 55° 19®
3 8,1° 1,02 16,5° 3,6° 1,6%
* * * * *
14 14,2° 2,5 24,92 6,0 2.1
b b

Floracion 7 14,4 2,9 26,4 7.1 2,6

3 12,52 2,4 26,9° 6,9 1,9

* n.s. * n.s. n.s.

* ** *xx - ndican diferencias significativas entre medias con un nivel de probabilidad del
0,1, 1 y 5%, respectivamente. n.s., no significativo. Los valores son medias + error estandar
(n=10).

En resumen, desde el trasplante, la disminucion de la dosis de N de 14 a 7
mM no afectd a la produccion, pero la disminucion hasta 3 mM provocé una
pérdida de rendimiento, debido a un menor numero de frutos. Sin embargo, la
disminucién en el aporte de N a partir de la floracién del primer racimo, no afect6
a la produccion total, ya que la disminucion en el peso medio al disminuir la
concentracion N de 14 a 3 mM, fue compensada con un aumento del nimero de
frutos. Por otro lado, la reduccion de N desde el trasplante, disminuyo la
concentracion de azucares y de la mayoria de carotenoides. Por el contrario,
cuando los tratamientos se aplicaron a partir de floracion, la concentracion de
azucares, licopeno y fitoeno aumentaron al disminuir la concentracion de N. La
mayoria de los carotenoides no se vieron afectados, excepto luteina. Por ultimo,
la concentracion de vitamina C aumentd al disminuir la dosis de N,

independientemente del momento de aplicacidon de los tratamientos.
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6.3. CONCLUSIONES

El efecto negativo del sombreo sobre la producciébn de tomate pudo
compensarse mediante la optimizacion de la nutricion nitrogenada de forma que,
con una disminucion de la dosis de N, se consiguieron los rendimientos
alcanzados sin sombreo. Ademas, el sombreo no afecté a la concentracion de
azucares, aungue disminuyé la de muchos de los metabolitos relacionados con la
calidad funcional (vitamina C, B-caroteno, compuestos fendlicos y vitamina E). Sin
embargo, aumentd la concentracion de licopeno, principal carotenoide de tomate
responsable de su color y con reconocidas propiedades beneficiosas para la
salud.

El efecto de la disminucién de la dosis de N sobre la produccion y calidad
de tomate dependié en gran medida del momento fenoldgico en que se realizo
dicha disminucién. Al contrario de lo observado desde el trasplante, la disminucién
del aporte de N desde floracion no afectdé a la produccion ni al contenido de G-
caroteno y aumento el contenido en azucares y licopeno en fruto. Por otro lado, la
concentracion de vitamina C en fruto aumentd como consecuencia de la

disminucion del aporte de N, independientemente del momento fenologico.
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Capitulo 7

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y LA SALINIDAD SOBRE E L
CONTENIDO DE TOMATE EN COMPUESTOS BIOACTIVOS

La produccion hortofruticola en zonas a&ridas o semiaridas esta
condicionada por su climatologia y escasez de recursos hidricos. En particular, la
alta temperatura ambiental en estas zonas es un factor limitante para los cultivos,
sobre todo cuando se desarrollan bajo invernadero (Lopez, 2001). Este problema
se ve acrecentado por la salinidad que presentan los suelos y las aguas de estas
zonas. Todos estos factores tienen un efecto directo sobre la calidad de los frutos
y en particular, sobre su contenido en compuestos antioxidantes (Dumas y col.,
2003). Su estudio ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios, debido a las
variaciones de las condiciones ambientales ocasionadas por el llamado cambio
climatico y a su repercusion sobre la agricultura. Conocer la influencia de dichos
factores, asi como su interaccion, sobre la calidad de los frutos, nos da
herramientas para poder optimizar el manejo del cultivo con el fin de conseguir
frutos de alto valor antioxidante y nutricional en condiciones ambientales
adversas. La mayoria de los estudios presentes en la bibliografia, se basan en la
respuesta de las plantas a un determinado tipo de estrés, pero los problemas de
salinidad se suelen dar en regiones aridas donde la influencia del estrés por
salinidad se agrava por la accion simultdnea de factores xerotérmicos (Kuznestov
y Shevyakova, 1997), como son las altas temperaturas y la sequia. En un estudio
realizado en plantulas de tomate sometidas a una combinacion de estrés salino y
alta temperatura, se observO una respuesta especifica de la planta a la
combinacion de ambos estreses de forma que, en contra de lo esperado, dicha
combinacion le confirio una proteccion frente a los efectos de la salinidad, que se
tradujo en una mejora de la concentracion de potasio en el tejido, del estado
hidrico de las células y de la fotosintesis, respecto al tratamiento con salinidad

exclusivamente (Rivero y col., 2014). A pesar de la existencia de estudios a nivel
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fisiolégico y agrondmico que demuestran que la interaccion de diferentes estreses
no puede ser directamente extrapolada a la respuesta de la planta a cada uno de
los estreses aplicados de manera individual (Mitller, 2006; Colmenero-Flores y
Rosales, 2014), existe escasa informacion sobre el efecto de dicha combinacion
sobre la composicion final del fruto. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto del aumento de la temperatura y su interaccion con el estrés salino, sobre
las propiedades fisicas (peso y color) de tomate y su contenido en compuestos

bioactivos, en particular, licopeno, B-caroteno, vitamina C y vitamina E.

7.1. MATERIALES Y METODOS
7.1.1. Material vegetal y manejo del cultivo

El ensayo se llevé a cabo en un invernadero de policarbonato, formado por
dos naves tipo capilla, con control automatizado de temperatura y humedad. Se
cultivaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Anairis) en un sistema
hidroponico formado por cubas de 120 L, provistas de un sistema de aireacion
permanente y de una plancha de polietileno negro para evitar la evaporacion del
agua y la exposiciéon de la disolucion nutritiva (Hoagland) a la luz (Figura 7.1). El
volumen de las disoluciones se mantuvo constante mediante la adicion de agua
desionizada y las disoluciones se analizaron semanalmente para reponer los
nutrientes absorbidos por la planta. EI pH se control6é cada tres dias y se mantuvo

en el rango de 5,5 a 6,5.

Figura 7.1 . Detalle del sistema del cultivo hidropénico de tomate
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7.1.2. Disefio experimental

El ensayo consisti6 en ocho tratamientos resultado de la combinacion de
dos temperaturas maximas, 25 °C (6ptima) y 35 °C, cada una de ellas fijada en
una de las naves, y cuatro niveles salinos (10, 30 ,60 y 90 mM NacCl), distribuidos
segun un disefo de bloques al azar, con dos bloques y 3 repeticiones por bloque.
Los frutos se recolectaron progresivamente durante el mes de junio, a medida que
alcanzaban el indice de madurez fisiolégico fijado (fruto totalmente rojo, exento de
zonas verdes, manchas amarillas y marrones). Se determiné la produccion total,
el namero de frutos, el peso medio y los parametros de color L* (luminosidad) y a*
(posicion de rojo a verde) de los frutos y se trocearon y congelaron a -80 °C para
su posterior andlisis. Los carotenoides principales (licopeno y B-caroteno),
vitamina E y vitamina C, se analizaron segun las técnicas analiticas descritas en

los apartados 3.3.3. y 3.3.4.

7.1.3. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el analisis de la
varianza (ANOVA), utilizando el programa estadistico SPSS 18. Los valores se
compararon con el test de diferencia entre medias de Tukey.

7.2. RESULTADOS Y DISCUSION
7.2.1. Rendimiento

Independientemente de la temperatura méaxima alcanzada, la salinidad
provocOd una disminucion de la produccién total de fruto (Tabla 7.1). En el
tratamiento de temperatura optima (25 °C), esta pérdida de produccion fue debida
a la disminucion del peso medio de los frutos. En el tratamiento a 35 °C fue
atribuida, ademas de a la disminucién del peso, a un menor nimero de frutos, en
los tratamientos de 60 y 90 mM de NaCl. En lo referente al color, la luminosidad

del fruto (L*) no se vio afectada por la salinidad ni por la temperatura. Sin
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embargo, el valor de la coordenada a* (contribucion del rojo) aumento tanto por el
incremento de la concentracion de NaCl en el medio, como por el aumento de la

temperatura ambiental.

Tabla 7.1. Parametros fisicos de frutos de tomate cultivados bajo diferentes

temperaturas ambientales y niveles salinos.

NaCl Produccién Peso medio o * *
T (mM) (kg planta'l) @) N° frutos L a
10 13,4¢ 248,6° 54,1% 38,3 11,62
o5 oC 30 11,9° 221,2¢ 53,7% 37,8 11,47
60 8,4° 146,4° 57,2° 37,7 12,92
90 5,22 103,52 50,02 38,0 14,0°
*%k% *%k% * I”IS *%
10 12,0° 198,0° 61,2° 37,5 12,62
35 oC 30 11,6° 194,4° 59,5 38,3 13,2°
60 7.8° 152,2° 51,3% 38,3 15,0°
90 4,62 103,02 44,82 38,4 16,9°
*%k% k%% *%k% n . S . *%k%

Diferentes letras en la misma columna y para cada una de las temperaturas (25 y 35 °C) indican

diferencias entre medias de acuerdo con el test de Tukey.

7.2.2. Calidad

La intensidad del color rojo en tomate se debe principalmente a su
contenido en licopeno y, en menor medida, al de B-caroteno (Britton y col., 1995;
Arias y col., 2000). De acuerdo con esto, en nuestro ensayo la intensidad del color
rojo estuvo correlacionada con la concentracion de licopeno, la cual aumento
significativamente con el aumento de la concentracion de NaCl (P<0,05) en el

medio de cultivo, tanto a 25 °C como a 35 °C (Figura 7.2).
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Figura 7.2. Concentracién de licopeno (ug g* PF) en frutos de tomate cultivados
a diferentes temperaturas (25 °C y 35 °C) y con distintos niveles salinos (10, 30,

60 y 90 mM NaCl). Las barras son media + error estandar (n= 6).

Por otro lado, la concentracion de B-caroteno aumentd con la salinidad en
el tratamiento a 25 °C (Figura 7.3). Sin embargo, a 35 °C no se observé la

influencia del estrés salino.
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Figura 7.3. Concentracién de pB-caroteno (ug g PF) en frutos de tomate
cultivados a diferentes temperaturas (25 °C y 35 °C) y bajo distintos niveles
salinos (10, 30, 60 y 90 mM NacCl). Las barras son media * error estandar (n= 6).

Algunos autores atribuyen el aumento de la concentracion de carotenoides
en frutos cultivados bajo estrés salino, a la reduccion de la carga productiva
(Borghesi y col., 2011) y/o a la reduccion de agua en el fruto (Krauss y col., 2006).
En el caso concreto de licopeno, es mas probable que la causa sea la menor
relacion fuente/sumidero, més que el resultado de una concentracion provocada
por la reduccion del contenido de agua en el fruto, ya que apenas se modifica el
contenido de sélidos solubles totales (Wu y Kubota, 2008). Ademas, Botella y col.
(2000), encontraron que el riego de plantas de tomate con disoluciones que
contenian 40-60 mM de NaCl, aumentaba el color rojo y la produccion de etileno,
lo que se traducia en un aumento de licopeno en los tomates y en una aceleracion
de la maduracion. En nuestro estudio, el aumento de la concentracion de licopeno

en respuesta a la salinidad, estuvo acompafiado de una disminucion de la
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produccion de fruto. Sin embargo, las diferencias encontradas en la respuesta de
licopeno y B-caroteno frente al estrés salino, sugieren la posible influencia de la
salinidad sobre los mecanismos involucrados directa o indirectamente en la

sintesis de carotenoides en fruto.

El efecto del aumento de la temperatura sobre el contenido de carotenoides
también dependié del compuesto estudiado. Mientras que la concentracion de
licopeno no se modificé significativamente al aumentar la temperatura, en -
caroteno se observo una disminucion de su concentracion en el tratamiento salino
mas elevado. Otros autores han descrito que un aumento de la temperatura
ambiental a 32 °C no afecta a la concentracion de B-caroteno en tomate (Lester,
2006). Por otro lado, en un estudio realizado sobre tomate cortado, la sintesis de
licopeno durante la maduracion del fruto disminuyo a partir de 27 °C y se observo
una inhibicién del compuesto a 32 °C (Gautier y col.,, 2008). Las diferencias
encontradas con respecto a nuestros resultados, pueden deberse al hecho de que
en el presente estudio, la maduracion del fruto tuvo lugar en la planta y la
temperatura maxima de 35 °C solo se alcanzo en horas puntuales del fotoperiodo.
De nuevo, licopeno y B-caroteno presentaron respuestas diferentes al estrés, en
este caso térmico, indicando la posibilidad de una modificacion del metabolismo
de biosintesis de carotenoides como resultado del aumento de la temperatura.

La salinidad también provocdé un aumento significativo (P<0,05) de la
concentracion de vitamina C en tomates cultivados a 25 °C y a 35 °C (Figura 7.4).
Diversos autores han descrito resultados similares atribuyéndolos a la respuesta
de la planta ante una situacion de estrés y a una concentracion de este
compuesto como consecuencia de la reduccion del numero de frutos y/o de su
peso medio (Petersen y col., 1998; De Pascale y col., 2001; Krauss y col., 2006).
Por otro lado, el aumento de temperatura produjo un aumento significativo
(P<0,001) de la concentracion de esta vitamina, independientemente del nivel
salino aplicado. El aumento de temperatura ambiental se ha correlacionado con
una disminucion de la acumulacion de ascorbato en fruto de tomate, como
consecuencia de la inhibicion de la sintesis de este compuesto y el aumento de su
oxidacion (Rosales y col., 2006; Ehret y col., 2013). Sin embargo, los resultados

obtenidos en nuestro estudio del efecto del aumento de la temperatura diurna
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sobre la calidad de tomate, dependiendo del estado de desarrollo del fruto
(capitulo 5), muestran como la acumulacion de &cido ascorbico en frutos se
recupera a partir de 27 dias después del aumento de temperatura, alcanzando
posteriormente valores superiores a los de frutos cultivados bajo condiciones de

temperatura optima.
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Figura 7.4. Concentracién de vitamina C (ug g* PF) en frutos de tomate
cultivados a diferentes temperaturas (25 °C y 35 °C) y bajo distintos niveles

salinos (10, 30, 60 y 90 mM NacCl). Las barras son media + error estandar (n= 6).

Por ultimo, el contenido de vitamina E (calculado como suma de a- y y-
tocoferol) aumentdé progresivamente (P<0,001) con el incremento de la
concentracion de NaCl en el medio de cultivo (Figura 7.5). Sin embargo, el efecto
de la temperatura sobre su concentracion en fruto no fue significativo. El aumento
de la concentracion de tocoferol en condiciones de alta salinidad, al igual que el
de otros compuestos como vitamina C, es atribuido a su contribucion como

122



Capitulo 7

antioxidante para la proteccién de la planta frente a condiciones de estrés (Sgherri
y col., 2007).
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Figura 7.5. Concentracién de vitamina E (ug g' PF) en frutos de tomate
cultivados a diferentes temperaturas (25 °C y 35 °C) y bajo distintos niveles
salinos (10, 30, 60 y 90 mM NaCl). Las barras son media + error estandar (n= 6).

7.3. CONCLUSIONES

El aumento de la salinidad en el medio de cultivo provocé una disminucién
de la produccion de tomate, como consecuencia de la disminucion del peso medio
de los frutos. Este problema se agravl cuando la temperatura maxima ambiental
ascendio hasta 35 °C, debido a una disminucion del numero de frutos. La pérdida
de productividad como consecuencia del estrés salino y su combinacion con un
aumento de la temperatura, pudo ser en parte compensada, en términos de valor
nutritivo, por el incremento de la concentracion de licopeno y vitamina C en el

fruto. Por otro lado, la salinidad mostr6 como efecto positivo el aumento de la
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concentracion de vitamina E, aunque el aumento de temperatura no contribuyé a
mejorar su contenido en el fruto. Por dltimo, la salinidad también aument6 el
contenido de B-caroteno, pero solo en el tratamiento de 25 °C. Estos resultados
ponen de manifiesto que, a pesar del efecto negativo que pueden ocasionar sobre
la produccion el estrés salino y el aumento de la temperatura, dichos factores
ambientales contribuyen a aumentar los niveles de compuestos bioactivos en

tomate.
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Capitulo 8

RESPUESTA DE LA PLANTA DE TOMATE A LA APLICACION DE
BIOESTIMULANTES EN CONDICIONES DE ALTA TEMPERATURA

El uso de bioestimulantes vegetales en agricultura ha experimentado un
notable incremento en los dltimos afios. Algunos de estos compuestos, como por
ejemplo acido salicilico y metil jasmonato, se encuentran de forma natural en las
plantas, actuando como sefiales internas que regulan la respuesta de defensa
ante el estrés (Yang y col.,, 2004a). La aplicacibn exdégena de bioestimulantes
induce, los mecanismos de defensa de la planta (Mejia-Teniente y col., 2010;
Takatsuji y col., 2010), de forma similar a lo que ocurre bajo condiciones de
estrés. De esta forma, los bioestimulantes favorecen procesos fisiol6gicos, como
la fotosintesis y la produccion de biomasa (Katiyar y col., 2015; Ghaderi y col.,
2015), aumentando asi el rendimiento y la calidad de las cosechas (Ambuludi,
2015). Ademas, la respuesta de la planta ante el estrés o como consecuencia de
la aplicacion exdgena de ciertos bioestimulantes, implica el aumento de la sintesis
de metabolitos secundarios, como es el caso de resveratrol o antocianos en uva,
furanocumarinas en perejil o isoflavonoides en leguminosas (Cantos y col., 2003;
Iriti y col., 2005; Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007). Muchos de
estos compuestos tienen propiedades antioxidantes y aportan beneficios para la
salud cuando son ingeridos a través de la dieta. De esta forma, la aplicacién de
bioestimulantes ofrece una ventaja frente a otras practicas agrondémicas
encaminadas a aumentar el rendimiento de los cultivos, como por ejemplo el
manejo de la nutricion mineral, en las que un aumento de la produccién puede
provocar, en determinados casos, una disminucion del contenido de compuestos

bioactivos en los frutos (Génard y col., 2003).

La capacidad que presentan ciertos bioestimulantes de inducir la respuesta
de la planta frente al estrés, hace que su uso en agricultura sea de gran interés,

cuando se pretende mejorar el rendimiento de los cultivos bajo condiciones
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adversas. En zonas calidas, el estrés por alta temperatura es uno de los factores
ambientales que mayor repercusion tiene sobre la productividad y la calidad de
los cultivos. En concreto, en tomate, el aumento de la temperatura causa aborto
floral y problemas en el cuaje de los frutos, produciendo importantes pérdidas en
las cosechas (Bita y col., 2011; Bita y Gerats, 2013). Ademas, el aumento de la
temperatura puede modificar la composicion de los frutos, alterando sus
propiedades fisicas y la calidad sensorial y nutricional de estos (Dumas y col.,
2003).

Existe una amplia gama de sustancias con propiedades bioestimulantes v,
a pesar de las evidencias aportadas sobre los beneficios de su aplicacion sobre el
rendimiento de las cosechas, la informacién sobre las peculiaridades de cada
compuesto, su idoneidad para cultivos especificos y el modo de aplicacion mas
adecuado, sigue siendo escasa y confusa. El objetivo de este estudio es conocer
la respuesta a nivel fisioldégico, agronémico y bioquimico de tomate, cultivado bajo
condiciones de alta temperatura, a la aplicacion de bioestimulantes (metil
jasmonato (MJ), acido salicilico (AS) , quitosano (Q), y 2,4-epibrasinolido (BR)),
considerando diferentes concentraciones y modos de aplicacion.

8.1. MATERIALES Y METODOS
8.1.1. Material vegetal y sitio de estudio

Se cultivaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Velasco)
bajo invernadero, durante los meses de enero a julio en la finca “Torreblanca”
propiedad del IMIDA, situada en Torrepacheco, Murcia (37° 46’ 26.43” Ny 0° 53’
26.43” O), con un clima mediterraneo y un suelo clasificado como franco-arcilloso.
El ensayo se llevé a cabo en un invernadero de polietileno de tipo capilla con una

superficie de 300 m?
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8.1.2. Manejo del cultivo

Para la preparacion del suelo, se realizaron labores para romper el
horizonte superior endurecido (pase de cultivador a una profundidad de 30 cm y
fresadora a una profundidad de 15-20 cm) y asi mejorar la estructura y porosidad
del mismo, aumentando la retencion de agua. Posteriormente el suelo se
desinfectd mediante biosolarizacién, para lo que se aplicé y enterr6 materia
organica de oveja bien fermentada, a razén de 4 kg-m?. Finalmente se reg
abundantemente, el suelo se cubrié con plastico y el invernadero se cerrdé durante
tres meses para conseguir que las elevadas temperaturas y la emisién de gases
redujeran las poblaciones de patégenos y la viabilidad de semillas de malas
hierbas. Tras la desinfeccion del suelo, se instal6 la red de riego por goteo y se
disefid la distribucion parcelaria. EI marco de plantacion adoptado fue de 1 m
entre filas y 0,4 m entre plantas, con una densidad de cultivo de 25000
plantas-ha™. La parcela estaba abastecida por un cabezal con un tanque de
abonado y una tuberia secundaria que alimentaba a dieciséis lineas porta

goteros. Se colocé un gotero interlinea de 2 L-h™ por planta.

El manejo de la fertilizacion se realiz6 siguiendo las Normas Técnicas
recomendadas por la Direccién General de Agricultura e Industrias Agrarias para
la Produccion Integrada de tomate, reguladas en la Orden de la Consejeria
Agricultura y Agua del 10 de mayo de 2012 (BORM, 2012). El riego se realizo
teniendo en cuenta las necesidades hidricas totales, calculadas en funcion de la
evapotranspiracion del cultivo. Al tratarse de un suelo franco, se opt6 por un riego
de alta frecuencia, disminuyendo la duracion de los riegos. Las necesidades
hidricas se estimaron aproximadamente en 0,5-1,5 L m? dia™® en funcién del
desarrollo del cultivo y de los requerimientos climaticos. Para el manejo de la
nutricion mineral se emplearon fertilizantes inorganicos (Ca;NOjz; KNO;3 vy
KoH,PO,) y microelementos (Fe, Zn y Mn" atendiendo a las necesidades
nutricionales del tomate (210 kg ha™ N, 120 kg ha™* de P,Osy 525 kg ha™ K,0)

Durante el cultivo, la principal plaga para la que se establecié un programa

de control fue Tuta absoluta. Para ello se utilizaron trampas de monitoreo y se
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introdujeron enemigos naturales (Nesidiocoris spp). Cuando el umbral de la plaga
superd los limites establecidos, se realizaron tratamientos puntuales con
clorantraniliprol (35 mg L™) o flubendiamida (0,2 g L™), ambos compatibles con los
enemigos naturales introducidos. Ademas, se utilizaron sublimadores de azufre,

como medida de prevencion de enfermedades fungicas.

Otras practicas utilizadas durante el desarrollo del cultivo fueron, la
colocacién colmenas de Bombus spp para favorecer una adecuada polinizacion y
el empleo de datalogger (Onset HOBO, modelo H08-006-04) para el registro de la
temperatura y la humedad en el interior del invernadero. Cada semana se hizo un
mantenimiento de la plantacion podando los brotes laterales. Finalmente se

despuntaron las plantas una vez cuajado el racimo 10.

8.1.3. Disefio experimental

La aplicacion de los tratamientos se realizé mediante pulverizacion de los
bioestimulantes, de dos formas diferentes: sobre la parte aérea de la planta
(ensayo 1) o directamente sobre los frutos (entre los racimos 2 y 7). Ambos
ensayos se realizaron en el mismo invernadero de forma simultdnea. En el primer
ensayo, los tratamientos consistieron en pulverizaciones con 100 uM MJ, 200 uM
AS, 1 gL' Qy 30 uM BR, utilizando un volumen de 80 mL por planta. De cada
tratamiento bioestimulante se realizaron tres aplicaciones consecutivas, 110, 115
y 125 dias después del transplante (DDT). En el segundo ensayo, los tratamientos
consistieron en aplicaciones de cuatro elicitores (MJ, SA, Q y BR), a dos dosis
diferentes cada uno: 100 y 1000 pM MJ, 50y 200 (M AS, 0,1y 1gL-1Q,y 10y
30 uM BR. La aplicacion de los tratamientos se realizé mediante pulverizaciones
directas sobre los frutos (80 mL por planta), 15, 7 y 4 dias antes de la recoleccion
de los frutos del racimo 2 y de nuevo, antes de la recolecciéon del racimo 7.
(Figura 8.1). En ambos ensayos se incluyeron controles en los que se realizaron
pulverizaciones con el mismo agente mojante utilizado en los tratamientos (etanol
0,2% v/v para MJ y AS, acido acético 1% para Q y agua para BR). Dada la
naturaleza volatil del MJ, los tratamientos con este bioestimulante se aplicaron
bajo plastico, el cual se mantuvo durante los dos dias posteriores a la aplicacion.
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Ademas, se dejo una fila sin tratar a ambos lados de la fila correspondiente a los
tratamientos con MJ. El disefio experimental de los ensayos 1y 2 fue de bloques
al azar, con 2 blogues y tres repeticiones por bloque, cada una de ellas
constituida por tres (ensayo 1) o dos plantas (ensayo 2). Los frutos se
recolectaron durante los meses de mayo a julio. Durante este periodo, la
temperatura maxima en el invernadero alcanzo valores de 42 °C (Figura 8.2), lo
gue se considera condiciones de alta temperatura para el cultivo de tomate, cuyos
valores criticos para la fructificacion se establecen a partir de 26 °C (Stevens y
Rudich, 1978). Para los muestreos se seleccionaron frutos homogéneos,
totalmente rojos, con ausencia de defectos y recién virados para evitar la

sobremaduracion.

Figura 8.1. Vista parcial del invernadero y detalle de la aplicacion de los

tratamientos bioestimulantes.
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Figura 8.2. Evolucién de las temperaturas medias a lo largo del ciclo de cultivo.

8.1.4. Parametros analizados

Las medidas de los parametros de intercambio gaseoso se realizaron en
las plantas correspondientes al ensayo 1, 139, 142, 148 y 163 DDT, coincidiendo
con 14, 17, 23 y 48 dias después de la primera aplicacion de los diferentes
tratamientos (DDA). El efecto de los tratamientos sobre el rendimiento se evalué
en los ensayos 1 y 2, determinando la produccion total, el nUmero de fruto y el
peso medio de los mismos. A la vista de los resultados de rendimiento obtenidos
en ambos ensayos, se decidi6 evaluar la calidad de fruto en las muestras
correspondientes al ensayo 2. Los parametros de calidad evaluados fueron color
(ver apartado 3.2.3) y contenido en metabolitos primarios (azlcares) (apartado
3.3.1) y secundarios (compuestos fendlicos, carotenoides y vitamina C) (apartado
3.3.2, 3.3.3 y 3.3.4, respectivamente) correlacionados con el sabor y la calidad

funcional de los frutos.
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8.1.5. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el analisis de la
varianza y el Test de Rango mdultiple de Tukey, para la separacion de medias,

utilizando el programa informatico IBM SPSS Statistic 21.

8.2. RESULTADOS y DISCUSION
8.2.1. Respuesta fisioldgica de la planta a los bio  estimulantes

Las medidas de los pardmetros de intercambio gaseoso se realizaron
durante el mes de junio, 139, 142, 148 y 163 dias después del trasplante (DDT),
coincidiendo con 14, 17, 23 y 48 dias después de la aplicacion del ultimo
tratamiento, respectivamente. Las temperaturas maximas, diurnas y nocturnas,
alcanzadas estos dias fueron 30y 15°C, 29y 17 °C, 36 y 16 °C y 39 y 17 °C,
respectivamente (Figura 8.3). Las temperaturas diurnas superaron los 30 °C, valor
considerado critico para el cultivo de tomate ya que, por encima de este valor, se
produce la caida de la flor y se limita el cuajado, lo que se traduce en una
disminucién del rendimiento (Stevens y Rudich, 1978). Ademas, temperaturas por
encima de 32 °C durante la maduracién de los frutos, provocan una disminucion
de la sintesis de licopeno o una degradacién del mismo, y por lo tanto, una
disminucién de la calidad (Gautier y col., 2008). Bajo condiciones de alta
temperatura, como las alcanzadas durante la formacion y desarrollo del fruto en
este ensayo, la capacidad fotosintética de las planta se ve reducida por una
alteracion de las reacciones que tienen lugar en los tilacoides de la membrana de
los cloroplastos, asi como del transporte de electrones y de los sistemas
enzimaticos (Ristic y col., 2008, Rexrhot y col.,, 2012). Ademas, temperaturas
entre 30 y 40 °C, favorecen los procesos respiratorios en detrimento de los
procesos fotosintéticos, se incrementa el CO, interno y se cierran los estomas
(Morales y col., 2003).
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Diversos autores afirman que la aplicacion de elicitores puede aumentar la
tolerancia de las plantas al estrés por altas temperaturas en diferentes cultivos
(Muns y Tester, 2008), lo que se ha atribuido a su capacidad de inducir la sintesis
de proteinas y otras sustancias con actividad bioldgica, como acido salicilico y
acido abcisico (Poo6r y col., 2011; Yoon y col.,, 2009; Basit y col., 2016). En
nuestro estudio, los tratamientos con MJ, AS, BR y Q no afectaron
significativamente a ninguno de los parametros de intercambio gaseoso
estudiados: fotosintesis (Figura 8.3), conductancia estomatica (Figura 8.4) y
eficiencia del uso del agua (Figura 8.5). Los resultados que se encuentran en la
bibliografia respecto al efecto de los elicitores sobre los procesos fotosintéticos de
la planta, son contradictorios. Por un lado, se ha descrito la capacidad de ciertos
bioestimulantes de proteger dichos procesos ante diferentes tipos de estrés
abibtico. Asi, Mimouni y col. (2016) describieron que la aplicacion de acido
salicilico, sobre plantas de tomate, redujo el impacto negativo de la salinidad
sobre la fotosintesis, la transpiracion y la conductancia estomatica. Popova y col.
(2003) observaron un efecto positivo de metil jasmonato y acido salicilico sobre el
proceso de fotosintesis en plantas de cebada tratadas con paracuat, mejorando el
rendimiento de la cadena de electrones y la actividad de enzimas antioxidantes en
los cloroplastos. Sin embargo, la aplicacion de metil jasmonato, en plantas de
tomate cultivadas bajo condiciones de sequia, indujo el cierre estomatico,
evitando la evapotranspiracion excesiva y por lo tanto, reduciendo la fotosintesis
neta (Suhita y col., 2004). Ademas, bajo condiciones favorables (sin estrés), otros
estudios mostraron que la aplicacién de bioestimulantes puede provocar, tanto
una pérdida de pigmentos fotosintéticos, y por lo tanto, de energia absorbida por
el aparato fotosintético (Yang y col., 2004; Khan y col., 2010; Kazemi, 2014),
como por el contrario, un incremento del contenido de clorofila (Yildirim y Dursun,

2009), dependiendo de la dosis empleada.
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Figura 8.3. Fotosintesis neta (umol m?s™) en plantas tratadas con los diferentes
bioestimulantes (ensayo 1), a los 14, 17, 23 y 48 DDA, coincidiendo con 139, 142,
148 y 163 DDT. Los valores son medias + SE (n=6).
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Figura 8.4. Conductancia estoméatica (mol m? s*) en plantas tratadas con los

diferentes bioestimulantes (ensayo 1), a los 14, 17, 23 y 48 DDA, coincidiendo con

Dias despues del transplante

139, 142, 148 y 163 DDT. Los valores son medias + SE (n=6).
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Figura 8.5. Eficiencia del uso del agua (umol CO, mmol H,O?) en plantas
tratadas con los diferentes bioestimulantes (ensayo 1), a los 14, 17, 23 y 48 DDA,
coincidiendo con 139, 142, 148 y 163 DDT. Los valores son medias + SE (n=6).
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8.2.2. Respuesta agrondmica de la planta a los bioe  stimulantes

Para conocer el efecto de los bioestimulantes sobre el rendimiento de fruto,
y comparar la eficiencia de las aplicaciones sobre la parte aérea (ensayo 1) y
sobre los frutos (ensayo 2), se evaluaron los resultados de produccion obtenidos
con los dos tipos de aplicacion, considerando las concentraciones de
bioestimulantes comunes a ambos ensayos: control, 100 uM MJ, 200 uM AS, 1 g
L' Qy 30 uM BR (Tabla 8.1).

Respecto al ensayo 1, solo los tratamientos con AS y BR aumentaron
significativamente la produccion total con respecto a su control (Tabla 8.1). Este
aumento fue debido al mayor nimero de frutos alcanzado en dichos tratamientos.
En el caso de Q, se observd un aumento del peso medio de los frutos con
respecto a su control, aunque esto no se tradujo en un aumento significativo de la
produccién. Comparando entre si el efecto de todos los tratamientos sobre la
produccion total y el numero de frutos, se encontraron diferencias significativas
(P<0,01) entre ellos, siendo las plantas tratadas con BR y AS, las que alcanzaron
valores mayores, seguidas de las tratadas con Q y por dultimo las
correspondientes al tratamiento con MJ. Finalmente, no se observaron diferencias

significativas entre bioestimulantes en el peso medio de los frutos.

Cuando la aplicacion se realizd directamente sobre los racimos 2 y 7
(ensayo 2), los tratamientos con MJ, AS, Q y BR aumentaron el numero de frutos
respecto al control, aunque la produccion solo aumenté significativamente en el
caso de AS, Q y BR (Tabla 8.1). El peso medio aumentd significativamente en los
tratamientos con Q y BR. En el caso de MJ, la falta de respuesta en la produccién
total, a pesar del aumento observado en el nimero de frutos, fue debido a una
disminucién del peso medio de los mismos. Comparando entre si el efecto de
todos los tratamientos, se encontraron diferencias significativas entre ellos, tanto
en la produccién final como en el peso medio de los frutos (P<0,05), siendo las
plantas tratadas con Q las que obtuvieron valores mas altos, seguidas de las
tratadas con AS, BR y por ultimo las tratadas con MJ. De acuerdo con nuestros

resultados, algunos autores han descrito que la aplicacion de quitosano aumenta,
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ademas de la produccion de biomasa, el numero de flores y por lo tanto el de
frutos (Bautista-Bafos y col., 2006).

Tabla 8.1. Produccion total (kg planta™®), nimero y peso medio de fruto de plantas
de tomate tratadas mediante pulverizaciones sobre toda la parte aérea (ensayo 1)
o sobre los frutos de los racimos 2 y 7 (ensayo 2), con metil jasmonato (MJ), acido
salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR).

ENSAYO 1 Dosis Produccion N° de frutos Peso medio
MJ control 3,37 15,2 73,7
100 pM 3,59 15,7 78,4
n.s. n.s. n.s.
AS control 3,37 15,2 73,7
200 uM 4.44 18,7 78,5
*% * nS
Q control 4,07 17,5 76,0
1gL*? 4,24 16,8 85,6
n.s. n.s. *
BR control 3,47 14,1 82,0
30 uM 459 19,1 80,3
* *% nS
ENSAYO 2 Dosis Produccion N° de frutos Peso medio
MJ control 3,98 22,3 93,5
100 uM 4,03 27,2 82,1
n.s. e *
AS control 3,98 22,3 93,5
200 uM 4,78 26,08 94,3
**%k% *% nS
Q control 4,08 23,9 86,5
1gL*? 5,15 28,0 95,5
*% *% *
BR control 3,78 21,9 73,6
30 uM 4.66 28,8 83,6
**%k% *%* *

* % % Diferencias significativas con un nivel de probabilidad del 5, 1 o 0.1%,

respectivamente (n.s.= no significativo).

En general, el efecto beneficioso de los bioestimulantes sobre el
rendimiento, fue mas acusado cuando los tratamientos se realizaron directamente

sobre los frutos (ensayo 2). Esto podria deberse a que, aunque la aplicacion de
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los tratamientos se realizé a la misma dosis (concentracion y volumen) que en el
caso de los tratamientos realizados sobre la planta (ensayo 1), el area de
aplicacién fue mucho mas reducida y por lo tanto, la concentracién aplicada por

superficie, mucho mayor.

8.2.3. Calidad de tomate tratado con bioestimulante s

Debido a los resultados obtenidos en al apartado anterior, donde los
tratamientos realizados directamente sobre los frutos dieron mayor respuesta
respecto al rendimiento, se decidio realizar los andlisis de color y contenido en
metabolitos primarios (azlcares) y secundarios (vitamina C, carotenoides y
compuestos fendlicos) relacionados con la calidad funcional, sobre los frutos
procedentes del ensayo 2. En este ensayo se aplicaron dos concentraciones
diferentes (dosis 1 y 2) de cada uno de los bioestimulantes, ademas de sus

respectivos controles.

8.2.3.1. Produccién

El aumento de la produccion alcanzado con los tratamientos AS y BR a las
dosis mas elevadas (200 uM AS y 30 uM BR), también se alcanzd con las dosis
mas bajas (50 uM AS y 10 uM BR) (Figura 8.6A). Sin embargo, en el tratamiento
con Q con la dosis mas baja (0,1 g L"), no se observé el aumento de la
produccién respecto al control, alcanzado con la dosis mayor (1 g L™). Por tltimo,
el tratamiento con MJ 100 puM no resulté en un aumento significativo de la
produccioén respecto al control, como el observado en la dosis mas elevada (1000
MM) ya que, a pesar del aumento del numero de frutos, con la dosis mas baja se
produjo una disminucién muy acusada del peso de los mismos (Figuras 8.6 B y
8.6 C).
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Figura 8.6. Produccion total (kg planta™) (A), nimero (B) y peso medio (g) (C) de
fruto, en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), &cido salicilico (AS),
quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1 y dosis 2)
corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 pM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0,0,1y1 gLty
BR (0, 10 y 30 uM). Los valores son medias + SE (n=6).
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En general, todos los bioestimulantes estudiados mejoraron la produccién
total de tomate cultivado bajo condiciones de alta temperatura, dependiendo de la
dosis aplicada. Por un lado, el aumento de la produccion por MJ y Q solo se
alcanzé cuando dichos bioestimulantes se aplicaron a las dosis mas elevadas
(1000 uM y 1 g L™, respectivamente), mientras que BR y AS, consiguieron
mejorar el rendimiento con las dosis mas bajas (50 y 10 uM, respectivamente).
Para todos los bioestimulantes ensayados, el aumento de la produccidon fue
resultado de un aumento del niumero de frutos y ademas, en el caso de BR y Q,

también se produjo un aumento del peso medio de los mismos.

8.2.3.2. Color de los frutos

El color es uno de los atributos que mas afecta a la percepcion de la
calidad de los frutos por parte del consumidor. Estudios previos muestran que,
aplicaciones exégenas de acido jasmodnico durante el proceso de maduracion del
fruto de tomate, pueden modular los cambios de color a través de dos vias: una
interaccionando con la sintesis de etileno y otra independientemente del etileno
(Fan y col., 1998). Otros autores describen la influencia de los jasmonatos sobre
la degradacion de la clorofila y la acumulacién de B-caroteno en tomate y
manzana (Saniewski y col., 1987a; Saniewski y col., 1987b; Pérez y col., 1993),
afectando al color final de los frutos. Mientras que los tratamientos con MJ, AS y
BR no alteraron el valor de Hue, los frutos tratados con Q presentaron un color
mas rojo (mayor Hue) que su respectivo control (Figura 8.7). Este aumento fue
significativo (P<0,01) en los frutos del racimo 2 y para el tratamiento con la dosis
mas elevada (1 g L™). Respecto al valor de Croma, los frutos tratados con Q (1 g
L) presentaron un color menos intenso (menor Croma) que los del tratamiento
control, siendo significativo en los frutos del racimo 2 (P<0,05) (Figura 8.8 A), lo
gue se atribuy6 a un efecto de diluciébn, como consecuencia de un aumento de la
produccion total. Por el contrario, los frutos tratados con MJ 100 puM presentaron
un valor de Croma mayor que su respectivo control, en los frutos pertenecientes a

ambos racimos, asociado a un menor peso de los frutos (Figuras 8.8 Ay B).
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Figura 8.7. Valores de Hue (tono) de frutos procedentes de los racimos 2 (A) y 7
(B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), acido salicilico (AS), quitosano
(Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1 y dosis 2) corresponden
a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y 200 pM), Q (0, 0,1y 1 gL yBR (0, 10y
30 uM). Los valores son medias = SE (n=6).
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Figura 8.8. Valores de Croma (intensidad de color) de frutos procedentes de los
racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), &acido
salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1
y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0, 0,1
y1gL?YyBR (0, 10y 30 uM). Los valores son medias + SE (n=6).
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8.2.3.3. Azucares solubles

El contenido en azlcares solubles est4 directamente relacionado con las
propiedades organolépticas de los frutos. Glucosa y fructosa fueron los azucares
solubles mayoritarios detectados en tomate. En nuestro ensayo, los tratamientos
con MJ tendieron a aumentar la concentracién de azucares en fruto (Figuras 8.9 y
8.10), aunque solo de forma significativa (P<0,05) en el caso de glucosa. En el
caso de los tratamientos con AS y Q, a pesar de las ligeras variaciones
encontradas entre las diferentes dosis, dependiendo del racimo, no se detectaron
diferencias significativas en la concentracidon de azlUcares por efecto de los
tratamientos. Con respecto a BR, se observo una interaccion significativa entre el
efecto de la dosis y el del racimo, tanto sobre la concentracion de glucosa como
de fructosa (P<0,001 y P<0,01, respectivamente); mientras que en los frutos del
racimo 2 se observd una disminucién del contenido en azucares en los frutos
tratados con la dosis mas elevada (30 puM), en los frutos del racimo 7 se observo
el efecto contrario. En un estudio previo, realizado sobre frutos de tomate cortado,
se mostré la capacidad de los brasindlidos para regular la maduracion de los
frutos, incrementando la concentracién de azlcares y licopeno, como resultado de
la induccién de la expresiéon de genes relacionados con la sintesis de etileno (Zhu
y col., 2015). En pimiento dulce, la aplicaciéon de una mezcla de quitosano y acido
jasmonico, provocd un aumento del contenido en azucares en el fruto,
principalmente cuando dicha aplicacion se realiz0 en estado de maduracion
avanzado (Garcia-Mier y col., 2015). Las diferencias encontradas en nuestro
estudio, como consecuencia de los diferentes tratamientos, muestran la influencia
que tienen factores como la dosis, el momento de aplicacion y el efecto de dichos

bioestimulantes sobre el contenido de azucares en el fruto.
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Figura 8.9. Contenido de glucosa (mg g*) en frutos procedentes de los racimos 2
(A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), acido salicilico (AS),
quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1 y dosis 2)
corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0, 0,1y 1g LYy
BR (0, 10 y 30 uM). Los valores son medias = SE (n=6).
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Figura 8.10 . Contenido de fructosa (mg g*) en frutos procedentes de los racimos
2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), &cido salicilico (AS),
quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1 y dosis 2)
corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 pM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0,0,1y1 gLty
BR (0, 10 y 30 uM). Los valores son medias + SE (n=6).
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8.2.3.4. Vitamina C

Aungue la principal forma activa de la vitamina C es acido ascérbico (AA),
su forma oxidada, el acido dehidroascoérbico (ADHA) también presenta actividad
biologica, ya que se convierte facilmente en acido ascorbico en el cuerpo humano,
de ahi el interés en el andlisis simultaneo de AA y ADHA (Lee y Kader, 2000). En
nuestro estudio se midi6é el contenido de vitamina C como la suma de &cido
ascorbico y dehidroascoérbico, previa reduccion de este, mediante el uso de
ditiotreitol (DTT). El efecto de los tratamientos con MJ y AS sobre este
compuesto, dependi6é del racimo analizado. Mientras que en frutos del racimo 2 la
concentracion de vitamina C disminuy6, independientemente de la dosis aplicada
(Figura 8.11A), en el racimo 7, se observo el efecto contrario (Figura 8.11B).
Respecto al tratamiento con Q, la concentracion de vitamina C disminuyo
significativamente, pero solo en los frutos tratados con la dosis mas alta (1 g L™).
Esta disminucion fue mas evidente en el racimo 7, coincidiendo con un importante
aumento de la produccion. Por otro lado, los tratamientos con BR disminuyeron
drasticamente la concentracion de vitamina C en ambos racimos, probablemente
debido a un efecto de dilucion, consecuencia del aumento significativo de la
produccion observado en este tratamiento. Al contrario de lo observado en
nuestro estudio, Zhu y col. (2015) describieron un aumento de la concentracion de
acido ascorbico en frutos de tomate cortado, como consecuencia de un
tratamiento con brasinoesteroides. En otro estudio, la aplicacion de quitosano
sobre semillas de brdcoli incrementd el contenido de vitamina C en la pella
(Pérez-Balibrea y col.,, 2011). Las discrepancias encontradas entre estos
resultados y los nuestros pueden atribuirse a que, a diferencia de lo observado en
nuestro estudio, dichos autores no describen un aumento en la produccion y por

lo tanto no es probable un efecto de dilucion.
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Figura 8.11. Contenido de vitamina C (mg g*) en frutos procedentes de los
racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), acido
salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1
y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 pM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0, 0,1
y1gL?YyBR (0, 10y 30 puM). Los valores son medias + SE (n=6).
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8.2.3.5. Carotenoides

Los carotenoides detectados en tomate mediante andlisis cromatogréafico
fueron, en orden de elucién, violaxantina, luteina, fitoeno, fitoflueno, all trans-g-
caroteno, all trans-licopeno, {-caroteno, y-caroteno, 13 cis-B-caroteno, 9 cis-g-
caroteno, 13 cis-licopeno, 9 cis-licopeno y 5 cis-licopeno. En general e
independientemente del tratamiento bioestimulante aplicado, se observé una
disminucién de la concentracion de carotenoides en los frutos del racimo 7
respecto a los del racimo 2 (Tablas 8.2-8.5). La concentracion de licopeno,
principal carotenoide que se encuentra en tomate, puede disminuir como
consecuencia de un aumento de temperatura ambiental por encima de 32 °C
(Gautier y col., 2008). En nuestro ensayo, este valor de temperatura fue superado
durante el periodo de maduracion de los frutos, principalmente de los racimos
superiores (Figura 8.4). Bajo dichas condiciones de alta temperatura, los
tratamientos con MJ no afectaron a la concentracibn de los carotenoides
mayoritarios encontrados en tomate (all trans-licopeno, [-caroteno, fitoeno,
fitoflueno y luteina) independientemente de la dosis aplicada (Tabla 8.2).
Tampoco afectaron a la concentracion de {-caroteno y y-caroteno. Sin embargo,
las concentraciones de otros carotenoides minoritarios (violaxantina, 13 cis-3-
caroteno, 9 cis-B-caroteno, 13 cis-licopeno y 9 cis-licopeno) disminuyeron como
consecuencia de la aplicacion de MJ. Por dltimo, los tratamientos con este
bioestimulante, provocaron un aumento de la concentracion de 5 cis-licopeno en

fruto.

Respecto a los tratamientos con AS, la aplicaciéon de la dosis mas baja (50
p1M) dio lugar a un aumento del contenido de all trans-licopeno y 5 cis-licopeno en
los dos racimos analizados (Tabla 8.3). El efecto de los tratamientos sobre la
concentracion de fitoeno, fitoflueno, luteina y violaxantina dependié del racimo
analizado; mientras que la aplicacion de AS (50 y 200 uM) disminuyd la
concentracion de estos carotenoides en frutos procedentes del racimo 2, no se
observo ningun efecto en los correspondientes al racimo 7. All trans-B-caroteno, (-
caroteno y y-caroteno no se vieron afectados por los tratamientos. Por altimo, las
concentraciones de otros isbmeros cis de B-caroteno y licopeno disminuyeron

tanto en el racimo 2 como en el 7, como consecuencia de la aplicacion de AS.
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En general, el tratamiento con Q a la dosis més elevada (1 g L™), provocé
una disminucion de la concentracion de los carotenoides analizados, aunque esta
disminucién no fue significativa en el caso de violaxantina y, en el caso de fitoeno,
fitoflueno y 5 cis-licopeno, solo se observé en frutos procedentes del racimo 2
(Tabla 8.4). Esta disminucion general se atribuyé a un efecto de dilucion,
consecuencia del aumento observado en la produccion total, tanto por el mayor
nimero de frutos como, en el caso de plantas tratadas con 1 g L™ Q, por el mayor

peso medio de los mismos.

Los tratamientos con BR, no afectaron a la concentracién de la mayoria de los
carotenoides (fitoeno, fitoflueno, all trans-B-caroteno, y all trans-licopeno, (-
caroteno, y-caroteno y 5’ cis-licopeno) independientemente de la dosis utilizada
(Tabla 8.5). Por el contrario, las concentraciones de violaxantina, luteina e
isbmeros cis de B-caroteno y licopeno disminuyeron con los tratamientos aunque,
en el caso de violaxantina y luteina, esta disminucién solo fue significativa en el

racimo 2.
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Tabla 8.2. Efecto de metil jasmonato (MJ) sobre las concentraciones (ug g PF) de violaxantina (1), luteina (2), fitoeno (3), fitoflueno (4),
all trans-B-caroteno (5), all trans-licopeno (6), -caroteno (7), y-caroteno (8), 13 cis-B-caroteno (9), 9 cis-B-caroteno (10), 13 cis-licopeno

(11), 9 cis-licopeno (12), 5 cis-licopeno (13), suma de cis-B-caroteno (14) y suma de cis-licopeno (15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dosis 0 1,16° 2,2 4,6 3,5 8,8 17,7 028 043 043" 036> 23> 046° 49 0,78° 8,1
(LM) 100 0,772 2,2 4,5 3,3 8,9 21,0 028 038 0,28 019° 1,2*% 0,19 76> 047*° 78
1000 0,822 2,0 4,0 3,0 8,8 21,0 027 038 024° 0,18 1,3* 0,20 7,1° 0,42° 9

** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *hk *kk *hk *hk *kk *rk n.s.

Racimo 2 0,95 2,3 5,6 4,2 9,4 21,0 0,26 0,4 0,28 0,21 1,8 0,33 7,3 0,49 9,7
7 0,89 1,9 3,0 2,2 8,3 18,5 0,30 0,39 0,35 0,29 1,6 0,24 55 0,64 6,8

n.s. i i Fkk * * n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. * * i

INTERACCION
Racimo Dosis
2 0 1,32° 2,5 6,1 4.6 9,4 18,1 0,25 0,44 0,37 0,32 2,33 0,47 5,2 0,69 8,5
100 0,842 2,4 5,8 4.3 10,0 23,1 0,29 0,41 0,29 0,18 1,27 0,28 9,0 0,47 10,9
1000 0,692 2,1 5,0 3.8 8,7 22,0 0,23 0,36 0,19 0,13 1,58 0,24 7.7 0,32 9,7
7 0 0,99% 1,9 3,1 2.3 8,2 17,2 0,30 0,42 0,49 0,39 2,20 0,46 4.6 0,88 7,7
100 0,652 1,9 2,5 1,9 7,3 18,1 0,26 0,33 0,25 0,21 0,99 0,14 5,6 0,46 6,9

1000  0,95® 1,9 3,1 2,3 8,9 20,0 0,32 0,40 0,29 0,24 1,41 0,16 6,4 0,52 8,2
* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabla 8.3. Efecto de acido salicilico (AS) sobre las concentraciones (ug g* PF) de violaxantina (1), luteina (2), fitoeno (3), fitoflueno (4),

all trans-B-caroteno (5), all trans-licopeno (6), -caroteno (7), y-caroteno (8), 13 cis-B-caroteno (9), 9 cis-B-caroteno (10), 13 cis-licopeno

(11), 9 cis-licopeno (12), 5 cis-licopeno (13), suma de cis-B-caroteno (14) y suma de cis-licopeno (15).

Dosis 0
(UM) 50
200

Racimo 2

7
INTERACCION

Racimo Dosis

2

0
50
200

50
200

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1,16° 2,2° 4,6 3,5 8,8 17,6 028 0,43 043" 036> 23° 046> 49 0,78 81*
0,782 1,9° 4,0 2.9 8,0 223" 025 0,38 026 020 1,72 0,31* 7,0° 045 9,3°
0,822 1,9° 3,7 2.8 7.9 15,9 024 0,35 0,26%® 0,20° 1,4 023% 47° 046%® 6,42
*k*k * ns ns nS * nS ns *k*% *%k% *k*%k *k*% *%* *k*% *
0,97 2,1 5,1 3,8 8,4 203 022 036 027 0,21 1,9 0,34 6,1 0,48 8,6
0,87 2,0 3,1 2.3 8,2 16,7 029 042 037 0,30 1,8 0,34 4,9 0,67 7.3
n.s. n.s. *xk *kk n.s. * *xk n.s. ** * n.s. n.s. n.s. ** n.s.
1,328 25° 6,1° 4,6° 9,4 180 025 044 037 0,32 2,3 0,47 5,2 0,69 8,5
0,742 1,9° 4,9° 3,5° 8,0 240 022 032 022 0,16 1,6 0,28 7.3 0,39 9,5
0,85 1,8 4,2° 3,2° 7.8 18,7 020 0,32 021 0,14 1,7 0,26 5,8 0,35 7.9
0,99 1,92 3,18 2,32 8,2 17,2 030 0,42 049 0,39 2,2 0,46 4,6 0,88 7,7
0,832 1,9° 3,1% 2,32 8,0 205 027 045 0,30 0,23 1,8 0,35 6,7 0,52 9,2
0,772  2,0° 2,82 2,32 8,0 122 029 0,38 032 0727 1,2 0,25 4,3 0,59 5,9
*xk ** * * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabla 8.4. Efecto de quitosano (Q) sobre las concentraciones (ug g* PF) de violaxantina (1), luteina (2), fitoeno (3), fitoflueno (4), all
trans-B-caroteno (5), all trans-licopeno (6), {-caroteno (7), y-caroteno (8), 13 cis-B-caroteno (9), 9 cis-B-caroteno (10), 13 cis-licopeno

(11), 9 cis-licopeno (12), 5 cis-licopeno (13), suma de cis-B-caroteno (14) y suma de cis-licopeno (15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dosis 0 093 2.2 5,2 4,2 95" 185 028" 046° 039" 030° 1,77 040° 55 069° 80
(gL 0,1 099 21® 45 34 89® 166 0,29° 0,42®° 034" 024* 14* 025® 58 061" 77
1 084 1,8 3,5 2,8 78 155 0,21* 0,36* 0,24* 0,200 1,3* 0,20° 45 044 6.2
n.s. * n.s. n.s. * n.s. *x *x i il * * n.s. il n.s.
Racimo 2 0,95 2,2 5,6 4,4 9,5 16,8 025 042 029 0,23 1,6 0,27 5,1 0,52 8,0
7 0,89 1,9 3,3 2,6 8,0 16,5 026 040 034 0,28 1,4 0,28 4,7 0,62 6,7
n.s. *k Fkk ekl * n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * n.s.
INTERACCION
Racimo Dosis
2 0 1,07 2,5 75° 60° 11,0 200 030 049 0,39° 0,30 2,0 032 69" 0,68 9,5
0,1 0,99 2,2 6,0° 47 99 16,8 0,29 0,45 033" 0,24 1,5 0,28 44* 057 6,7
1 0,85 1,9 39° 31*® 82 143 020 0,35 0,19* 0,17 1,3 0,22 45® 0,36 6,3
7 0 0,85 2,0 3,7 3,00 8,5 171 027 044 039 0,31 1,5 0,44 46 0,69 7,0
0,1 0,84 1,9 31° 248 8,0 16,6 0,29 0,39 0,35 0,30 1,3 023 51® 0,65 6,8
1 0,93 1,8 300 242 7,5 16,7 023 0,37 029" 0,23 1,3 0,18 45® 052 6,2
n.s. n.s. *x * n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s.
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Tabla 8.5. Efecto de 2,4-epibrasinolido (BR) sobre las concentraciones (ug g PF) de violaxantina (1), luteina (2), fitoeno (3), fitoflueno

(4), all trans-B-caroteno (5), all trans-licopeno (6), ¢-caroteno (7), y-caroteno (8), 13 cis-B-caroteno (9), 9 cis-B-caroteno (10), 13 cis-

licopeno (11), 9 cis-licopeno (12), 5 cis-licopeno (13), suma de cis-B-caroteno (14) y suma de cis-licopeno (15).

Dosis O

(UM) 10

30

Racimo 2

7
INTERACCION
Racimo Dosis

2 0

10

30

7 0

10

30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1,16° 22° 4,6 3,5 8,8 176 028 043 043" 036" 23 046° 49 078 81
0,952 2,0% 4.3 3,3 8,4 18,8 0,24 0,39 0,30* 0,27% 1,8 0,31? 5,2 0,572 7,7
0,892 1,82 49 3,7 7,9 17,0 0,24 0,37 0,29* 0,27% 2,1 0,322 4.7 0,56 7,5

* * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ** * n.s. ** n.s. ** n.s.
0,99 2,1 6,2 4.7 8,8 18,9 0,22 0,39 0,29 0,27 2,1 0,37 55 0,56 8,3
1,01 2,0 3,0 2,2 8,0 16,7 0,29 0,40 0,39 0,33 2,0 0,36 4.4 0,71 7,2
n.s. n.s. bl Fkk n.s. n.s ** n.s. * * n.s. n.s. i * *
1,32° 25° 6,1 4,6 9,4 180 025 044 037 0,32 2,3 0,47 5,2 0,69 8,5
0,892 2,0° 57 4.4 8,9 19,3 0,20 0,39 0,29 0,25 1,8 0,30 5,6 0,54 8,0
0,752 1,72 6,8 51 8,0 19,5 0,21 0,34 0,22 0,24 2,2 0,34 5,6 0,46 8,5
0,99% 1,92 3,1 2,3 8,2 17,2 0,30 0,42 0,49 0,39 2,2 0,46 4.6 0,88 7,7
1,022 2,02 2,8 2,1 8,0 18,4 0,28 0,39 0,32 0,29 1,8 0,32 4.8 0,61 7,3
1,03% 2,02 3,0 2,3 7,8 14,5 0,27 0,40 0,35 0,30 2,0 0,30 3,8 0,66 6,5

** ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Respuesta de la planta de tomate a la aplicacidiogstimulantes

8.2.3.6. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante a nivel
fisioldgico, aumentando la tolerancia al estrés de las plantas y prolongando la vida
atil postcosecha de frutas y hortalizas (Hodges y Forney, 2003). Dichas
propiedades se basan en su capacidad para eliminar las especies reactivas de
oxigeno implicadas en la senescencia de las hojas y en el sistema de defensa
antioxidante de la planta. Ademas, numerosos estudios muestran la importancia
de los compuestos fenolicos sobre la salud (Slimestad y Verheul, 2009) y su
ingesta habitual a través de la dieta se ha relacionado con la disminucion del
riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cancer (Hertog
y col., 1993).

Diferentes estudios muestran que la aplicacion de bioestimulantes sobre la
planta puede aumentar el contenido de los frutos en compuestos fendlicos. En un
estudio realizado en pimiento dulce tratado con una mezcla de acido jasmoénico y
chitosan, se observé un incremento del contenido en compuestos fendlicos
totales, especialmente cuando dicha aplicacion se realizé en un estado avanzado
de maduracién, debido principalmente al aumento de flavonoides y de taninos
(Garcia-Mier y col., 2015). Pérez-Balibrea y col. (2011), describieron un aumento
en la concentraciéon de flavonoides y derivados del acido ferualico en brocoli tratado
con metil jasmonato y acido salicilico, aunque no se observé dicho incremento
con quitosano. De acuerdo con Schreiner y Huyskens-Keil (2006), metil jasmonato
y acido salicilico promueven la biosintesis de antocianos, por induccion de la
enzima chalcona sintasa en plantas ornamentales. Ademas, la aplicacion de metil
jasmonato en postcosecha, incrementd la concentracion de antocianos y la
capacidad antioxidante en manzana, patata y diversos frutos tropicales (Rudell y
col., 2002; Reyes y Cisneros-Zevallo, 2003; Kondo y col., 2005). En una revision
realizada por Tomas-Barberan y Espin (2001), se muestra que metil jasmonato
induce, en diversos cultivos horticolas y arboreos, la formacion de flavonoides
como consecuencia de un incremento de la actividad fenilalanina amonio liasa
(PAL).
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Capitulo 8

En nuestro estudio, mientras que la aplicacion de bioestimulantes (MJ, SA,
Q y BR) a la dosis més elevada (dosis 2), no afectd significativamente o incluso
disminuyo la concentracion de flavanonas totales (calculadas como la suma de
naringenina y naringenina-O-hexdésido), flavonoles (suma de rutina-O-hexésido,
rutina-O-pentosido, kaempferol-3-O-rutinésido y quercetina), acidos
hidroxicinamicos (suma de &cidos clorogénico, p-cumarico, ferulico, cafeico,
ferdlico-O-hexdsido y cafeico-O-hexdsido), floretina-C-diglucésido y &cido
homovanilico-O-hexdsido, el uso de dosis mas bajas tuvo un efecto positivo en la
concentracion de ciertos compuestos fendlicos, dependiendo del bioestimulante
estudiado (Figuras 8.12 - 8.16). Asi, la aplicacion de AS y Q (dosis 1), aumenté la
concentracion de flavanonas, flavonoles y floretina-C-diglucésido en frutos del
segundo racimo; la aplicacion de MJ (dosis 1) aumentd la concentracion de
floretina-C-diglucosido en frutos del racimo 2, pero disminuyd la de flavanonas en
ambos racimos; por ultimo, la aplicacion de BR (dosis 1) disminuy6 la
concentracion de flavonoles y acidos hidroxicinamicos, tanto en el racimo 2 como
en el 7, y de floretina-C-diglucésido en el racimo 7. El aumento observado en la
concentracion de flavanonas y flavonoles, en el caso de AS y Q, se debid
principalmente a un aumento en la concentracion de naringenin y de rutina,
respectivamente. De forma similar, Tu y col. (2016) observaron un efecto
estimulador de metil jasmonato sobre la concentracion de flavonoles en cartamo,
aumentando la concentracion de kaempferol-3-O-B-rutinosido y rutina. Los
resultados negativos obtenidos para las dosis mas elevadas, pueden en parte
justificarse, al igual que en el caso de otros metabolitos estudiados, a un efecto de
dilucion provocado por el aumento de produccion alcanzado en dichos
tratamientos. Sin embargo, también cabe esperar que a diferencia de los
resultados alcanzados a dosis mas bajas, la aplicacion de elicitores a
concentraciones elevadas pueda actuar como un factor de estrés que, en
combinacion con las condiciones de alta temperatura, especialmente en frutos del
racimo 7, pueda tener un efecto negativo sobre la acumulacion de compuestos
fendlicos, tal y como se describié en un estudio sobre tomate sometido a una
combinacion de estrés salino y alta temperatura (Mestre, 2014). Este fendmeno
de respuesta caracterizado por una estimulacion por dosis baja y una inhibicion

para dosis altas (hormesis), ha sido estudiado por otros autores con el fin de
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Respuesta de la planta de tomate a la aplicacidiogstimulantes

aumentar la calidad de los vegetales mediante la aplicacion de diferentes estreses
abidticos, incluyendo la aplicacion de elicitores (Duarte, 2005; Nadeau y col.,
2012).

mm Control A

 — i
40 - Dosis 1

mEm Dosis 2

Flavanonas totales ( pg.g™)

MJ AS Q BR

Bioestimulantes

Figura 8.12 . Contenido de flavanonas totales (ug g™) en frutos procedentes de los
racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), acido
salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1
y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0, 0,1
y1gL?YyBR (0, 10y 30 uM). Los valores son medias + SE (n=10).
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Figura 8.13 . Contenido de flavonoles totales (ug g*) en frutos procedentes de los
racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato (MJ), acido
salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis (control, dosis 1
y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 pM), AS (0, 50 y 200 uM), Q (0, 0,1
y1gL?YyBR (0, 10y 30 puM). Los valores son medias + SE (n=6).
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Figura 8.14 . Concentracién de &cidos hidroxicinamicos totales (ug g*) en frutos
procedentes de los racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato
(MJ), acido salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis
(control, dosis 1 y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y
200 pM), Q (0, 0,1y 1 g LY y BR (0, 10 y 30 pM). Los valores son medias + SE
(n=6).
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Figura 8.15. Concentracion de floretina-C-diglucésido (ug g*) en frutos
procedentes de los racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato
(MJ), acido salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis
(control, dosis 1 y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y
200 pM), Q (0, 0,1y 1 g LY) y BR (0, 10 y 30 pM). Los valores son medias + SE
(n=6).
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Figura 8.16 . Concentracién de acido homovanilico-O-hexésido (ug g™) en frutos
procedentes de los racimos 2 (A) y 7 (B), en plantas tratadas con metil jasmonato
(MJ), acido salicilico (AS), quitosano (Q) y 2,4-epibrasinolido (BR). Las dosis
(control, dosis 1 y dosis 2) corresponden a: MJ (0, 100 y 1000 uM), AS (0, 50 y
200 pM), Q (0, 0,1y 1 g LY y BR (0, 10 y 30 pM). Los valores son medias + SE
(n=6)..
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8.3. CONCLUSIONES

En general, todos los bioestimulantes estudiados mejoraron la produccién
de tomate cultivado bajo condiciones de alta temperatura, aunque su efecto
dependio de la naturaleza de cada compuesto y de la forma y dosis de aplicacion.
Respecto a la forma de aplicacion, la pulverizacién directa sobre los frutos obtuvo
mejores resultados respecto a la aplicacion generalizada sobre la parte aérea. A
las dosis mas altas, todos los elicitores aumentaron la produccion, aumentando el
namero de frutos y, en el caso de los tratamientos Q y BR, también el peso medio.
El mayor rendimiento se alcanzé con el tratamiento con Q 1 g L™. A las dosis mas
bajas, los mejores resultados de rendimiento se obtuvieron con AS y BR, ya que
aumentaron la produccion incrementando el nimero de frutos sin detrimento (AS)
o incluso aumentando (BR) el peso medio de los mismos, y sin mostrar
diferencias significativas respecto a la produccion alcanzada con las dosis mas

elevadas.

El efecto de los bioestimulantes sobre la concentracion de metabolitos en
fruto dependié del racimo analizado. Mientras que el efecto positivo de los
bioestimulantes sobre la concentracion de vitamina C y carotenoides, fue mas
evidente en los frutos procedentes del racimo 7 (expuestos a temperaturas mas
elevadas que los del racimo 2), el aumento de la concentracién de compuestos
fendlicos como respuesta a ciertos tratamientos, fue mas evidente en frutos del
racimo 2. Respecto al contenido en azucares, MJ y BR aplicados a la mayor
dosis, fueron los dos Unicos tratamientos que aumentaron la concentracion de
glucosa, MJ en frutos procedentes de los racimos 2 y 7 y BR en los
correspondientes al racimo 7. Sin embargo, la aplicacion de cualquiera de los
bioestimulantes estudiados, a las dosis mas elevadas, provoco, en la mayoria de
los casos, una disminucién de la concentracion de metabolitos secundarios
relacionados con las propiedades beneficiosas para la salud (excepto de vitamina
C en frutos del racimo 7 tratados con MJ y AS). A las dosis menores, los dos
tratamientos que aumentaron la produccion respecto al control (AS y BR),
afectaron de forma diferente al contenido en compuestos bioactivos del fruto.
Mientras que en el tratamiento BR el aumento de la produccidon estuvo

acompafnado de una disminucion de la concentracion de vitamina C y de la de los
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diferentes grupos de compuestos fendlicos, el tratamiento AS aumentd la
concentracion de vitamina C (racimo 7), flavanonas, flavonoles y floretina-C-

diglucésido (racimo 2) y licopeno (racimo 2y 7).

En resumen, al contrario de otras practicas agronémicas encaminadas al
aumento de la produccion, en las que a menudo la calidad se ve afectada
negativamente, el uso de bioestimulantes se mostr6 como una alternativa capaz
de mejorar el rendimiento bajo condiciones de alta temperatura, aumentando
ademas, en el caso de AS 50 pM, el contenido de tomate en compuestos
bioactivos con reconocidos efectos beneficiosos sobre la salud, como son
vitamina C, licopeno y compuestos fendlicos. Para aumentar el rendimiento, sin
considerar aspectos relacionados con la calidad funcional del fruto, la aplicacion Q
1 g L, seguido de las de BR 10 y 30 pM, fueron los tratamientos con los que se
obtuvieron los mejores resultados, aumentando en todos los casos el nimero vy el
peso de los frutos y ademas, en el caso de BR 30 uM, el contenido en azucares.
La aplicacion MJ, ademas de ser un tratamiento cuya aplicacion presenta
importantes inconvenientes debido a su volatilidad, solo aumento la produccion
cuando se aplicé a la dosis mas elevada y aunque este tratamiento aumenté la
concentracion de glucosa y vitamina C, tuvo un efecto negativo sobre la
concentracion de muchos metabolitos de interés. Por ultimo, la aplicacién de Q
0,1 g L™, no mejoré la produccién pero si el contenido del fruto en ciertos grupos

de compuestos fendlicos.
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Capitulo 9

CONCLUSIONES

En este capitulo se recogen las conclusiones mas relevantes que
conforman esta tesis doctoral, cuyo objetivo ha sido evaluar la influencia de la alta
temperatura sobre el rendimiento y la calidad de tomate, en particular sobre la
acumulacion de metabolitos relacionados con la calidad organoléptica y
nutricional del fruto, y establecer diferentes estrategias agronOmicas para

minimizar los efectos negativos del estrés térmico.

Respuesta de la variedad enana de tomate Micro-Tom al estrés salino y

nutricional

* Los resultados indican que las mutaciones de la variedad Micro-Tom,
causantes del fenotipo enano, no alteran el perfil de metabolitos primarios y
secundarios relacionados con la calidad nutricional y funcional de tomate.
Sin embargo, su uso como planta modelo para el estudio del efecto del
estrés salino y nutricional podria estar limitado por la menor respuesta de
esta variedad respecto a la de variedades comerciales a dichos estreses

abidticos.

Variacion del contenido de compuestos bioactivos en tomate como

respuesta al aumento de la temperatura

« El aumento de temperatura afecté negativamente al tamafio y al peso del
fruto, proporcionalmente al tiempo de exposicion al estrés, excepto en los
frutos sometidos a altas temperaturas desde floracion, los cuales mostraron

tamafo y pesos similares a los frutos del tratamiento control debido a una
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mayor incidencia de aborto floral y al aumento de peso de los frutos

restantes.

El estrés por alta temperatura, impuesto durante un corto periodo de
tiempo, disminuyo la concentracion de licopeno y vitamina C en fruto. El
efecto negativo del estrés sobre dichos metabolitos disminuyé a medida
gue aumento el tiempo de exposicion a la alta temperatura, alcanzando
valores similares a los obtenidos en los frutos control, o incluso superiores,

en el caso de frutos bajo estrés térmico desde la floracion.

La disminucion de la concentracion de licopeno, como consecuencia del
aumento de la temperatura, estuvo correlacionada con una disminucion de
la concentracién de sus precursores fitoeno y fitoflueno y un aumento de su
degradacion hacia la sintesis de luteina, en detrimento de la acumulacién

de y-caroteno y violaxantina.

El aumento de temperatura no afectdé a la concentracién de B-caroteno,
independientemente del tiempo de exposicion al estrés, lo que pudo ser
explicado por la canalizacion metabdlica entre las diferentes ramas de la

ruta de biosintesis de los isoprenoides.

Influencia de la nutricidn nitrogenada y su interac cion con el sombreo, en el

rendimiento y la calidad de tomate

164

La aplicacion de malla de sombreo afectdé negativamente a la produccion
de tomate cultivado con 14 mM N. La disminucién de la dosis de N permitio

compensar el efecto negativo del sombreo sobre el rendimiento.

El sombreo no afectd a la concentracion de azucares en fruto, pero
disminuy6 la de compuestos fendlicos y vitamina C. Por el contrario, la
disminucion de la dosis de N aumenté la concentracion de dichos

metabolitos con y sin sombreo.
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El sombreo disminuyé la concentracién de B-caroteno solo en el caso de

plantas cultivadas con la concentracidon mas alta de N.

La concentracion de licopeno, al contrario de lo observado en el resto de
metabolitos de interés, aumentd con el sombreo. Bajo dichas condiciones,

la disminucién de la dosis de N no afecté a su concentracion.

La disminucion de la dosis de N de 14 a 7 mM no afect6é a la produccion,
independientemente del momento fenoldgico en el que se aplico (trasplante
o floracion del primer racimo). La disminucion hasta 3 mM N desde
trasplante, provoc6 una pérdida de rendimiento, sin embargo, desde
floracién, la pérdida de peso fue compensada con un aumento del nimero

de frutos.

El efecto de la disminucion de la dosis de N sobre la calidad dependi6 en
gran medida del momento fenologico en el que se aplicd. Desde trasplante,
la disminucion de N provocO una disminucion del contenido del fruto en
azucares y carotenoides. Por el contrario, desde floracion, la disminucion
del N resulté en un aumento de azucares, licopeno y fitoeno, y no afecto al
contenido de B-caroteno y otros carotenoides, excepto luteina.

La concentracién de vitamina C en fruto, aumentd como consecuencia de

la disminucion de la dosis de N desde trasplante y desde floracion.

Influencia de la temperatura y la salinidad sobre e | contenido de tomate en

compuestos bioactivos

El aumento de la salinidad en el medio de cultivo provoco una disminucion
de la produccion de tomate, como consecuencia de la disminucion del peso
de los frutos. Este problema se agravé con el aumento de temperatura

ambiental, debido a una disminucién del niUmero de frutos.
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En ausencia de estrés térmico, la salinidad aumento el valor nutritivo de los
frutos, al incrementar la concentracion de licopeno, B-caroteno, vitamina C

y vitamina E

En ausencia de estrés térmico, la salinidad aumento el valor nutritivo de los
frutos, al incrementar la concentracion de licopeno, B-caroteno, vitamina C
y vitamina E. La alta temperatura solo aument6é la concentracion de

vitamina C.

No se observé una interaccion entre estreses térmico y salino sobre el
contenido de bioactivos, excepto para B-caroteno, de forma que solo en
presencia de alta salinidad (90 mM), el estrés térmico disminuyd su

concentracion.

Respuesta de la planta de tomate a la aplicacion de bioestimulantes en

condiciones de alta temperatura

166

En general, la aplicacion de bioestimulantes (metil jasmonato, acido
salicilico, quitosano y 2,4-epibrasinolido) aumento el rendimiento de tomate
cultivado bajo condiciones de alta temperatura, aumentando ademas, en el
caso de acido salicilico 50 pM, el contenido del fruto en compuestos

bioactivos (vitamina C, licopeno y compuestos fendlicos).

La aplicacién quitosano 1 g L™ fue la mejor opcién para aumentar el
rendimiento, sin considerar aspectos relacionados con la calidad funcional
del fruto, seguido de 2,4-epibrasinolido 10 y 30 uM, aumentando en todos
los casos el numero y el peso de los frutos y ademas, en el caso de 2,4-

epibrasinolido 30 uM, el contenido en azlcares.

La aplicacion metil jasmonato, ademas de ser un tratamiento cuya
aplicacion presenta importantes inconvenientes debido a su volatilidad,
solo aumentd la produccion cuando se aplicé a la dosis mas elevada y

aunque este tratamiento aumenté la concentracion de glucosa y vitamina
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C, tuvo un efecto negativo sobre la concentracion de la mayoria
metabolitos de interés.

La aplicacién quitosano 0,1 g L™, no mejoré la produccién pero fue el mas

eficaz para aumentar el contenido del fruto en compuestos fendlicos.
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