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RESUMEN

Cruz Cortés, Reyna Angélica. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad
de Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Febrero
2019. CARACTERIZACION DEL DANO POR FRIO EN TOMATE (Solanum
lycopersicum L.) GENETICAMENTE MODIFICADO. Asesores: M.C. Javier de la
Cruz Medina, Dra. Elizabeth Leén Garcia y Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo.

El tomate es un cultivo de alta importancia comercial, estos frutos sufren pérdidas post-
cosecha debido a alteraciones fisiologicas, fisicas y patologicas, que varian de acuerdo
al area de produccion, manipulacion, distribucion y el tiempo transcurrido entre
cosecha y consumo. El dafo por frio es un desorden fisiolégico que provoca
caracteristicas indeseables resultantes del almacenamiento por debajo de 12 °C.

Se ha reportado que pretratamientos térmicos provocan cambios en la composicion
lipidica de las membranas; de manera similar, la aplicacién de fito-hormonas que
disminuyen la actividad de enzimas que participan en la oxidacion de acidos grados
poliinsaturados, como las lipoxigenasas (LOX) o fosfolipasas (PL), reducen los efectos
del daio por frio.

El tomate Solanum lycopersicum var. TA234 con silenciamiento del gen TomloxB,
principal isoforma del gen en frutos que codifica para LOX, expresa una menor
actividad de esta enzima responsable de la oxidacién de acidos linoleico y linolénico,
los cuales juegan un papel importante en la integridad de las membranas, provocan la
acumulacion de estos acidos grasos, y confirieren resistencia a bajas temperaturas.
Sin embargo, no hay reportes de estudios que evaluen el dafio por frio en frutos que
tengan silenciado algun gen de lipoxigenasa.

Se espera que frutos con esta modificacién genética sufran menor dafio que frutos
silvestres, por lo que en el presente proyecto se realizé una evaluacion del dafio por
frio en tres lineas genéticamente modificadas, 6A, 11 y 6H a dos temperaturas de
almacenamiento, 7 y 11 °C, durante 8 dias, comparando con frutos sin modificar.



Se dio seguimiento a pérdida de peso, desarrollo del color, cambios en acidez y pH,
contenido de solidos solubles, actividad de LOX por espectrofotometria, respiracion
(produccion de etileno y CO2) y cuantificacion de acidos grasos por cromatografia de

gases.

Las lineas 1l y, particularmente, 6H, manifestaron mejores resultados y con menor
desviacidn que 6A, linea que no tuvo diferencia significativa con la linea testigo, a pesar
de tener una actividad de LOX menor, y que al mismo tiempo fue, de las tres evaluadas
en el presente trabajo, la linea genéticamente modificada con mayor actividad de la
enzima en ambos tratamientos, por lo que se puede afirmar que los frutos con
silenciamiento del gen TomloxB al tener mayor cantidad de C18:2 y C18:3 expresan,
como consecuencia, retraso en la maduracion, retraso en la senescencia y mayor

resistencia al dafio por frio que frutos sin modificacién.

Los frutos de la linea 6H se mantuvieron en mejores condiciones en los dos
tratamientos (7 y 11 °C) ya que no manifestaron sintomas de dafio por frio, mientras
que los testigos presentaron entre 30 y 50 por cierto mas deterioro.



ABSTRACT
Cruz Cortés, Reyna Angélica. Master of Science in Biochemical Engineering. Food
Research and Development Unit. Technological Institute of Veracruz. February 2019.
CHARACTERIZATION OF CHILLING INJURY IN TOMATO FRUIT (Solanum
lycopersicum L.) GENETICALLY MODIFIED. Advisors: M.Sc. Javier de la Cruz
Medina, PhD. Elizabeth Ledn Garcia and PhD. Hugo Sergio Garcia Galindo.

The tomato is a crop of high commercial importance, these fruits suffer post-harvest
losses due to physiological, physical and pathological alterations, which vary according
to the area of production, handling, distribution and the time elapsed between harvest
and consumption. Chilling injury is a physiological disorder that causes undesirable
characteristics resulting from storage below 12 °C.

It has been reported that thermal pretreatments cause changes in the lipid composition
of the membranes; similarly, the application of phyto-hormones that decrease the
activity of enzymes that participate in the oxidation of polyunsaturated degrees of acid,
such as lipoxygenases (LOX) or phospholipases (PL), reduce the effects of chilling
injury.

The tomato Solanum lycopersicum var. TA234 with silencing of the TomloxB gene, the
main isoform of the gene in fruits that codes for LOX, expresses a lower activity of this
enzyme responsible for the oxidation of linoleic and linolenic acids, which play an
important role in the integrity of the membranes, cause accumulation of these fatty
acids, and confer resistance at low temperatures. However, there are no reports of
studies evaluating chilling injury in fruits that have a lipoxygenase gene silenced.

It is expected that fruits with this genetic modification suffer less damage than wild
fruits, so in the present project an evaluation of the damage by cold was carried out in
three genetically modified lines, 6A, 11 and 6H at two storage temperatures, 7 and 11

°C, for 8 days, comparing with fruits without modifying.



Weight loss, color development, changes in acidity and pH, content of soluble solids,
LOX activity by spectrophotometry, respiration (production of ethylene and CO>) and
quantification of fatty acids by gas chromatography were followed.

Lines 11 and, particularly, 6H, showed better results and with less deviation than 6A,
line that did not have significant difference with the control line, despite having a lower
LOX activity, and at the same time it was, of the three evaluated in the present work,
the genetically modified line with greater activity of the enzyme in both treatments, so
it can be affirmed that the fruits with silencing of the TomloxB gene having a higher
quantity of C18: 2 and C18: 3 express, as a consequence, delay in ripening, delay in

senescence and greater resistance to chilling injury than fruits without modification.

The fruits of the 6H line were maintained in better conditions in the two treatments (7
and 11 °C) since they did not show symptoms of chilling injury, while the controls
presented between 30 and 50 per cent more deterioration.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es de suma importancia para México ya que es el
principal fruto de hortaliza de comercio internacional y representa el mayor volumen
de produccion para esta area. En 2015, México fue el mayor exportador de tomate a
nivel mundial, siendo Estados Unidos, Japon y Canada los principales mercados de
importacion. La exportacion de tomate representa el 14.68 % de las exportaciones
agropecuarias nacionales, es el principal cultivo de agricultura protegida y el consumo
per capita en el pais es de 13.8 kg (SAGARPA, 2016) siendo el producto de hortalizas
de mayor importancia de pais. Los frutos de tomate se consumen tanto frescos como
procesados y contienen compuestos importantes para la salud humana como licopeno
y B-caroteno, antioxidantes que contrarrestan los efectos de radicales libres los cuales
estan involucrados en el desarrollo de enfermedades relacionadas con el estrés

oxidativo, como el cancer.

En los ultimos afos, uno de los principales objetivos en los cultivos hortofruticolas ha
sido mejorar los atributos de calidad a través del control de la maduracién. Se ha
buscado disminuir las pérdidas postcosecha debidas a diversos factores como el dafo
fisico o mecanico propiciado en el fruto debido al maduramiento excesivo. De esta
manera, se busca aumentar sus oportunidades de mercadeo en su periodo
postcosecha. Uno de los principales problemas que enfrentan los sectores de
produccion y comercio agricola son las pérdidas postcosecha, las cuales son
consecuencia de alteraciones fisiologicas, fisicas y patoldgicas. La magnitud de estas
pérdidas varia en gran medida de acuerdo con el area de produccion, la manipulacion,
el sistema de distribucién y el tiempo transcurrido durante la cadena de produccion del

cultivo y consumo.

Estas pérdidas son ocasionadas por desordenes fisioldgicos, daio mecanico durante
cosecha y transporte, y por problemas patogenos. Dentro de los desérdenes filosoficos

se encuentra el dafo por frio, el cual se produce principalmente en la membrana celular



con cambios en la composicién de fosfolipidos propiciado por bajas temperaturas de

almacenamiento.

Con el fin de incrementar la vida de anaquel de los frutos y asi disminuir las pérdidas
postcosecha, se han realizado investigaciones sobre organismos genéticamente
modificados. El presente trabajo se enfoca en examinar los efectos del dafio por frio
en frutos de tomate Solanum lycopersicum var. TA234 con silenciamiento del gen
TomloxB principal isoforma de LOX expresada en frutos. Como parte de la evaluacién
se dara seguimiento a pérdida de peso, desarrollo del color, cambios en acidez y pH,
contenido de sélidos solubles, actividad de LOX por espectrofotometria, productos de
respiracion (etileno y CO32) y cuantificacion de acidos grasos por cromatografia de

gases.

El enfoque de los estudios previos ha sido encontrar las mejores condiciones de
almacenamiento para evitar temperaturas de dafo por frio y disminuir pérdidas post-
cosecha. Se ha reportado que pre-tratamientos con calor provocan cambios en la
composicion lipidica de las membranas o aplicacion de fito-hormonas, provocando la
disminucién en la actividad de las enzimas que participan en la oxidacién de acidos
grados poliinsaturados, como las lipoxigenasas (LOX) o fosfolipasas (PL), reduciendo
los efectos del dano por frio. En el laboratorio de post-cosecha, se cuenta con tomate
Solanum lycopersicum var. TA234 con silenciamiento del gen TomloxB, principal
isoforma de LOX expresada en frutos, que presentan una menor actividad de esta
enzima que es responsable de la oxidacion de acidos linoleico y linolénico, los cuales
juegan un papel importante en la integridad de las membranas. Esto provoca una
acumulacion de estos acidos grasos, los cuales confieren resistencia a bajas
temperaturas. Sin embargo, no hay reportes de estudios que evaluen el dafio por frio
en frutos que tengan silenciado algun gen de lipoxigenasa.



2. ANTECEDENTES

2.1.  Origen, domesticacion y difusion.

El origen del género Lycopersicum se localiza en la region andina que se extiende
desde el sur de Colombia al norte de chile, y parte de Peru, Bolivia y Ecuador (Dorais
et al., 2008). Sin embargo, parece que fue en México donde el tomate se domestico,
pues desde antes de la llegada de los espafioles el tomate se encontraba como hierba
comun entre las milpas (Dorais et al., 2008; Labate et al., 2007). Durante el siglo XVI
los aztecas cultivaban, vendian y consumian integralmente al tomate, el cual podia ser
de distintas formas y tamanos, e incluso rojos y amarillos. El tomate fue llevado a
Espaia y después al resto de Europa. El primer registro en el viejo mundo del tomate
se tiene en 1544 en ltalia hecha por Matthiolus, quien describié un fruto amarillo bajo
el nombre de pome d’oro. (Dorais et al., 2008; Labate et al., 2007). Al final del siglo
XVIII el tomate empezo6 a ser sembrado y consumido en abundancia en ltalia y en la
peninsula Ibérica. Los espainoles y portugueses difundieron el tomate a Oriente medio
y Africa al final del siglo XVI, especialmente en Egipto y Tunez. Posteriormente, el
comercio turco lo llevo a la cuenca del Mediterraneo y al noreste; y, por otro lado, el
comercio portugués de especias lo llevaron a Mozambique y Angola (Labate et al.,
2007). La introduccion del tomate en Asia fue probablemente llevada a cabo desde las
Filipinas, a través de los galeones espafnoles. Este comercio se dio en dichas islas y
también en paises cercanos como China, Japén y la India, y estos ultimos
contribuyeron posiblemente a su difusion al resto del continente (Dorais et al., 2008).
El comercio portugués de esclavos también contribuy6 a su difusion. La introduccion
del tomate en Norteamérica se dio mas tarde, con la llegada de los europeos quienes
ya lo tenian domesticado. El primer registro que se tiene del tomate en Norteamérica,

se dio en San Diego, California en 1850 (Dorais et al., 2008).

La domesticacion y cultivo del tomate fuera de su centro de origen parece que tuvo
lugar inicialmente con las primeras civilizaciones de México. Precisamente, la palabra
tomate proviene del vocablo nahuatl “tomatl”; en 1554 fue llevado a Europa,
empezando a comercializarse en Estados Unidos hacia el afio 1835, cuando el tomate

comenzo a adquirir popularidad que lo ha hecho un alimento muy consumido hasta



nuestros dias. Todavia puede encontrarse una gran diversidad de formas cultivadas

de tomate en los primeros centros de domesticacion (Frankenberger et al., 1981).
2.2. Epoca de produccién

La época de produccion de tomate se realiza durante todo el afo, con algunas
restricciones o limitaciones en invierno (Cultivos a campo abierto) sobre todo en zonas
con altas probabilidades de heladas. En primavera - verano demuestra todo su
potencial y donde se presenta las mayores ocurrencias de plagas y enfermedades
(FAO, 2013).

2.3. Taxonomia

La familia Solanaceae consiste en 96 géneros y mas de 2800 especies en tres
subfamilias, Solanoideae, Cestroideae y Solanineae. Solanaceae es una de las
familias econdmicas mas importantes de las angiospermas y que contiene muchas de
las plantas cultivadas como el tomate, papa, chile, berenjena, petunia, y el tabaco. La
familia Solanaceae es la mas variable de todas las especies de los cultivos en términos
de utilidad agricola, es la tercera familia de especies de los cultivos en términos de
utilidad agricola, es la tercera familia de os cultivos de mayor importancia econémica,
superada solo por las gramineas y leguminosas, y ala mas valiosa en términos de
cultivos horticolas. Entre todas las familias de plantas, los miembros de las solanaceas
son muy diversos en términos de habito de crecimiento (desde arboles a pequeias
hierbas anuales), habitat (desde los desiertos hasta el bosque humedo tropical), y la
morfologia. Muchas especies de solanaceas han jugado papeles importantes como
plantas modelo (Foolad et al., 2007). El tomate comun es una planta dicotiledénea que
se encuadra en la familia de las solanaceas. En la tabla 1, se muestra la ubicacién

taxondmica actualmente mas aceptada del tomate.



Tabla 1. Clasificacion botanica de tomate (Solanum Lycopersicum).

Reino Plantae
Subreino Embryobionta
Division Magnoliphyta

Subdivision Angiosperamae

Clase Magnoliopsida
Subclase Dicotyledonae

Orden Tubiflorae

Familia Solanaceae

Subfamilia Solanoideae

Tribu Solanacea
Genero Solanum = Lycopersicum
Especie S. lycopersicum

(Foolad et al., 2007)
2.4. Descripcion botanica Solanum lycopersicum.

El tomate se clasifica como un cultivo horticola herbaceo de ambientes calidos, con
temperatura Optima de crecimiento de 20 a 25 °C. Su crecimiento y desarrollo se
detiene a temperaturas inferiores a 10 °C. Las formas cultivadas del tomate son
diploides, autogamas, herbaceas, perennes y semiperennes en regiones tropicales, y
se utilizan como cultivo anual casi universalmente. En condiciones de crecimiento
adecuadas, su sistema radial fibroso y robusto, pudiendo llegar a 1.2 a 1.8 m de
profundidad. Los tallos son cilindricos en plantas jovenes y angulosos en plantas



maduras; alcanzan alturas de 0.4 a 2 m. En la Figura 1 se muestran las etapas

decrecimiento de las plantas de tomate.

FRUCTIFICACION

DESARROLLO VEGETATIVO

PLANTULA
1-21 DiAS 22 - 49 DiAS 51- 80 DiAS 81-100 DIAS
ETAPA INICIAL ETAPA VEGETATIVA ETAPA REPRODUCTIVA

Figura 1. Etapas fenologicas del tomate.

Los frutos de tomate estan por formados por tres divisiones, las semillas, el pericarpio

y el tejido placentario, en la figura 2 se muestran las partes que los conforman, tanto

externa como internamente.



Mesocarpo y endocarpo
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Epicarpo (pie
VISTA EXTERIOR DEL FRUTO
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SECCION LONGITUDINAL
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ST carnosos
SECCION TRANSVERSAL

Figura 2. Partes que conforman el tomate.
2.5. Grado de madurez

Segun la carta del color de tomate recomendado por el departamento de Agricultura
de Estados Unidos (figura 3), los frutos de tomate se clasifican en seis estados de
madurez. En el estado Green se encuentran completamente verdes, en Breaker se
aprecia un rompimiento del color verde a amarillo, rosado o rojo en no mas del 10 %
de la superficie del fruto. En el estado Turning existe entre el 10 y el 30 % el cambio
definido de color verde al amarillo, rosa o rojo. El estado Pink muestra entre el 30 y el
60 % de la superficie del fruto de color rosa o rojo. En el estado Light Red mas del 60
% de la superficie del fruto muestra un color rosado-rojo o rojo, pero no mas del 90 %.
En el estado Red, mas del 90 % de la superficie es de color rojo.



COLOR CLASSIFICATION REQUIREMENTS IN

UNITED STATES STANDARDS FOR GRADES OF FRESH - United Fresh Fruit and Vegetable Association /7 ?
In cooperation with Vi

U. S. Department of Agriculture

Agricultural Markeling Service
5] Fruit and Vegetablg Division

U.S.D.A. Visual Aid TM-L‘ 1; February '75

The John Henry Compary

P.0. Box 1410, Lansing, Mich. 48904

(1) “Green" means that the (2) “Breakers” means that  (3) “Turning” means that (4) “Pink” meansthatmore . () “Light red” means that  (6) “Red” means that more
surface of the tomato is com- there is a definite break in more than 10 percent but not than 30 percent but not more more than 60 percent of the than 90 percent of the surface,
pletely green in color. The color from green to tannish- more than 30 percent of the than 60 percent of the surface, 'surface, in the aggregate, in the aggregate, shows red
shade of green color may vary yellow, pink or red on nat surface, in the aggregate, in the aggregate, shows pink  shows pinkish-red orred:Pro- color.

from light to dark; more than 10 percent of the shows a definite change in  or red color; vided, That not more than 90
surface; | color from green to tannish- percent of the surface is red
yellow, pink, red, or a combi- Folor: and,

nation thereof;

The above photographs are only-guides illustrating the shade and percentage of surface color specified for each of the color terms. These photographs do not
necessarily depjct absolute limits of minimum or maximum shades and/or parcentage of color requiréff for each term.

Figura 3. Carta de clasificacion del color en Tomate del Departamento de Agricultura

de Estados Unidos.

De acuerdo con los estandares de BANCOMEXT, los frutos de tomate se clasifican de

acuerdo con su grado de madurez y color:

e Grado de madurez 1: color verde (Green).

e Grado de madurez 2: color quebrando (Breaker).
e Grado de madurez 3: color rayando (Turning).

e Grado de madurez 4: color rosa (Pink).

e Grado de madurez 5: color rojo claro (Light Red).

e Grado de madurez 6: color rojo (Red).

Correspondientes a la clasificacion de la figura 3.



2.6. Composicion nutricional

El tomate estd compuesto principalmente por agua y su macronutriente mayoritario
son los hidratos de carbono. Entre las vitaminas cabe destacar el contenido en
vitamina A, basicamente en forma de carotenoides provitamina A y vitamina C. Una
racion de tomate cubre el 61% de las ingestas recomendadas de vitamina C para la
poblacion de estudio. En la tabla 2 se muestra la composicion general de 100 gramos
de tomate.

Tabla 2. Composicién del tomate.

Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad
Calorias 21 kcal Hierro 0.7 mg
Agua 943 ¢ Magnesio 10 mg
Carbohidratos 3.3¢g Zinc 0.1 mg
Grasas 01g Vitamina A 82.3 ug
Proteinas 09g Vitamina E 1.2 mg
Fibra 08¢ Vitamina C 26 mg
Cenizas 06g Vitamina B6 0.11 mg
Sodio 9 mg Tiamina 0.06 mg
Potasio 290 mg Riboflavina 0.04 mg
Calcio 7 mg Niacina 0.8 mg
Fosforo 19 mg Acido citrico 20 mg

(FAO, 2012)



2.7. Requerimientos de climay suelo

2.7.1. Clima

El tomate es una especie de estacion calida razonablemente resistente al calor y a la
sequia y sensible a las heladas. Es menos exigente en temperatura que la berenjena
y el pimiento, aunque se produce en una amplia gama de condiciones de clima y suelo,
prospera mejor en climas secos con temperaturas moderadas. La humedad relativa
optima para el desarrollo del tomate varia entre un 60 % y un 80 %. Las humedades
relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y el
agrietamiento del fruto y dificultan la fecundacion, debido a que el polen se compacta,
abortando parte de las flores. Por otro lado, la humedad relativa demasiado baja
dificulta la fijacién del polen al estigma de la flor. Las temperaturas sobre los 30 °C
afectan la fructificacion. Asimismo, la temperatura nocturna puede ser determinante
en la cuaja, pues debe ser suficientemente fresca (15 a 22 °C). Las temperaturas
inferiores a 12-15 °C también originan problemas en el desarrollo de la planta y pueden
provocar frutos deformes. En general, con temperaturas superiores a 25 °C e inferiores
a 12 °C la fecundacion es defectuosa o nula. La maduracién del fruto esta muy influida
por la temperatura en lo referente tanto a la precocidad como a la coloracion, de forma
que valores cercanos a los 10 °C, asi como superiores a los 30 °C originan tonalidades
amarillentas. La planta detiene su crecimiento a temperaturas entre los 10 °C y 12 °C
y se hiela a -2 °C.

2.7.2. Suelo

Aunque el tomate puede producirse en una amplia gama de condiciones de suelos, los
mejores resultados se obtienen en suelos profundos (1 m o mas), de texturas medias,
permeables y sin impedimentos fisicos en el perfil. Los suelos con temperaturas entre
los 15y 25 °C favorecen un optimo establecimiento del cultivo después del trasplante.
El pH debe estar entre 6.2 a 6.8.



2.8. Requerimientos nutricionales del cultivo

Dependiendo de la variedad de tomate a sembrar y del tipo de manejo, asi seran las
demandas nutricionales; sin embargo, en forma general, los requerimientos

nutricionales del cultivo, en kg/ha, se muestran a continuacion.

Tabla 3. Requerimientos nutricionales.

Elemento Nitrégeno  Fésforo @ Potasio Calcio  Magnesio  Azufre

kg/ha 150 200 275 150 25 22

(SAGARPA, 2016)

El orden de extraccion de nutrientes por la planta de tomate en forma decreciente es
K,N, Ca, S, Mgy P.

2.9. Manejo de la temperatura.

Un buen manejo de la temperatura controla efectivamente el proceso de maduracion
de los tomates maduros. Los tomates son susceptibles al dafio por frio a temperaturas
de almacenamiento por debajo de 13 °C. El dafo por frio es acumulativo y su severidad
depende del estado de madurez del fruto, temperatura y la duraciéon del
almacenamiento. Bajo temperaturas que causan dafio por frio, el tomate desarrolla un

color pobre, bajo sabor y aumento de las pudriciones.
2.10. Cadena de distribucion

La capacidad para llegar al mercado de destino con frutos de alta calidad requiere de
la atencion en detalle de las operaciones desde las practicas culturales en el campo
hasta que el fruto es consumido. La proteccién y cuidado de los frutos es fundamental,
tanto en la produccién y cosecha como en el manejo postcosecha con el propésito de
evitar las causas inmediatas del deterioro (golpes, heridas, suciedad, etc.) y disminuir

aquellas que pueden ocurrir después en los canales de distribucion.



2.11. Tipos de dafo

En la tabla 4 se describe la clasificacién y severidad de los principales defectos en

tomates.

Tabla 4. Clasificacion y severidad de los principales defectos en tomate.

DANO

DANO SEVERO

DANO MUY SEVERO

Rajaduras (diferentes a cara de gato), dafio mec

anico, granizo, etc.

No profundas y hasta 10 mm
de diametro acumulado.

No profundas y hasta 16 mm
de diametro acumulado.

No profundas y hasta 25 mm
de diametro acumulado.

Rajaduras de crecimiento (radiales desde o concéntricas al pedunculo).

No mas de 3 mm de
profundidad.

Individuales, hasta 13 mm
de largo.

Acumuladas, hasta 25 mm
de largo.

No mas de 3 mm de
profundidad.

Individuales, hasta 19 mm de
largo.

Acumuladas, hasta 44 mm
de largo.

No mas de 6 mm de
profundidad.

Individuales, hasta 25 mm de
largo.

Acumuladas, hasta 73 mm
de largo.

Decoloracién interna (mancha café).

Hasta 13 mm de diametro
acumulado.

Hasta 25 mm de diametro
acumulado.

Mas de 32 mm de diametro
acumulado.

Estrias

Cualquier cantidad aparente.

Hasta 16 mm del area.

Hasta 25 mm del area.

Areas hundidas

Cualquier cantidad que | Cualquier cantidad que | Cualquier cantidad que
afecte la apariencia. afecte seriamente la | afecte muy seriamente la
apariencia. apariencia.
Bofos

Espacio abierto en uno o
mas loculos que afecte la
apariencia del fruto en corte
transversal.

Espacio abierto en uno o
mas loculos que afecte
seriamente la apariencia del
fruto en el corte transversal.

Espacio abierto en dos o
mas léculos que afecte muy
seriamente la apariencia del
fruto en corte transversal.




Continuacion Tabla 4.

DANO

DANO SEVERO

DANO MUY SEVERO

Cortaduras o heridas abiertas

Individuales, hasta 13 mm de
largo.

Acumuladas, hasta 10 mm
de diametro.

Individuales, hasta 13 mm de
largo.

Acumuladas, hasta 13 mm
diametro.

Heridas frescas o]
cicatrizadas que se
extienden a través de la
pared del fruto.

Cara de gato

Hasta 13 mm de diametro
acumulado.

Hasta 19 mm de diametro
acumulado.

Mas de 25 mm de diametro
acumulado.

NOTA: Estas medidas estan basada en tomates de 64 mm de diametro. Si el tomate es mas grande, el
dafo permitido sera mayor y viceversa.

2.12. Almacenamiento

(SAGARPA, 2005).

El rango de temperatura en el cuarto de almacenamiento o durante el transporte

dependera del estado de madurez del fruto (tabla 5). Mantener la humedad relativa del

aire en el almacenamiento entre el 90 y 95 % para prevenir la deshidratacion del fruto

y especialmente el caliz en frutos que lo presenten.




Tabla 5. Temperatura 6ptima de almacenamiento de acuerdo con el grado de madurez.

ﬁr:g:rgze Temperatura (°C)
1 13-15 por 14 dias
2 10-12
3 10-12
4 9-10
5 9-10
6 7-10 por 3-5 dias

(SAGARPA, 2005).

Los tomates son sensibles a sufrir dafio por frio cunado se almacenan a 10 °C por 2
semanas, o a 5 °C por una semana. (SAGARPA, 2005). Sin embargo, para fines de
investigacion, varios autores establecen que los frutos de tomate sufren dafio por frio
cuando son almacenados a temperaturas inferiores a 12 °C. (Lyons y Raison, 1970;
Thorne y Efiuvwevwere, 1988; Lurie et al., 1997; Yang et al., 2009; Li et al., 2016)

2.13. Comercializacion

La comercializacion ordenada de las mercancias perecederas a menudo requiere de
algun almacenamiento. De esta forma se controlan las fluctuaciones entre el producto
cosechado y las ventas; para algunos productos se utiliza el almacenamiento a largo
plazo para prolongar la comercializacion mas alla del término de la cosecha. Los

objetivos del almacenamiento son:

» Disminuir la actividad biologica del producto mediante el mantenimiento de la

temperatura mas baja que no le cause dafo por congelacion o por frio.

» Disminuir el crecimiento y la propagacion de los microorganismos mediante el

mantenimiento de las temperaturas bajas con una elevada humedad relativa.



* Reducir la pérdida de humedad del producto y el consecuente marchitamiento y
arrugamiento por reduccion de la diferencia de la temperatura entre el producto y el

aire y el mantenimiento de la humedad alta en la camara de almacenamiento.
* Reducir la susceptibilidad al dafio por el gas etileno.
2.14. Dano por frio

Se produce principalmente en la membrana celular con cambios en la composicién de
fosfolipidos propiciado por bajas temperaturas (Lurie et al, 1987). Cuando la
disponibilidad de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) presentes en la membrana
de las células del tomate incrementa debido al estrés ocasioando por cambios en la
temperatura de almacenamiento, pueden ser degradados con mayor facilidad trayendo
como resultado una pérdida en la integridad de la membrana de las células, lo cual
provoca que la calidad de los frutos decaiga rapidamente, disminuyendo la vida de
anaquel de los frutos y generando pédidas para los productores, comerciantes y

consumidores.
Algunos sintomas del dafo por frio son:

* Maduracién anormal

» Picaduras superficiales
» Escurrimiento

« Pardeamiento

Los sintomas del dano por frio se hacen evidentes durante la maduracion a
temperatura ambiente después de haber almacenado los frutos por debajo de los 12
°C durante mas de una semana (Lyons y Raison, 1970; Thorne y Efiuvwevwere, 1988;
Lurie et al., 1997; Yang et al., 2009; Li et al., 2016).

2.15. Lipoxigenasas

Las lipoxigenasas (LOX), listadas en la Enzyme Comission (EC.1.13.11.12), una gran
familia de dioxigenasas de acidos grasos que contienen hierro no hemo, que se
pueden encontrar en plantas y animales (Brash, 1999), son importantes en el
catabolismo de fosfolipidos, iniciando una cascada lipolitica en el deterioro de la



membrana durante la senescencia y el estrés teniendo como principal sustrato a los
PUFA (Pinhero et al. 1998; Wang, 2001; Mao et al., 2007).

Se conocen al menos, cinco isoformas de lipoxigenasas (TomloxA, TomloxB,
TomloxC, TomloxD, and TomloxE) presentes en tomate (Chen et al., 2004). Las
enzimas LOX se pueden agrupar en dos tipos: 9-LOX, que forma especificamente 9-
HPOs, y 13-LOX, que forma especificamente 13-HPOs. También hay dos tipos de
HPL: 9-HPL y 13-HPL, dividiendo 9-HPO o 13-HPO y generando dos fragmentos C9 o
un fragmento C6 y un fragmento C12, respectivamente (Hanataka, 1994).



3. JUSTIFICACION

En el grupo de trabajo del Laboratorio Postcosecha se cuenta con lineas de tomate
Solanum lycopersicum L. var TA234 modificado genéticamente con silenciamiento del
gen TomloxB que manifestaron menor actividad de la enzima lipoxigenasa en
comparacion con frutos no modificados, asi como un contenido mayor de acidos
grasos poliinsaturados linoleico y linolénico (C18:2 y C18:3), los cuales, al ser
oxidados, favorecen la pérdida de integridad de la membrana celular. Por esto, se
propone que la disminucion de la degradacidn estos acidos grasos debido a la baja
actividad de lipoxigenasa pueden reducir los efectos del dafo por frio en frutos
almacenados a bajas temperaturas, al mantener por mas tiempo la integridad de las
membranas celulares, pudiendo extender su vida de anaquel y, por consiguiente,

disminuir las pérdidas postcosecha ocasionadas por esta condicion.

Ademas, no existen reportes de estudios que evaluen el dafio por frio en frutos
genéticamente modificados con silenciamiento de algun gen de lipoxigenasa, por lo
que este trabajo aporta informaciéon de interés para continuar con la linea de

investigacion.

4. HIPOTESIS

Frutos de tomate Solanum lycopersicum L. var TA234 modificado genéticamente con
silenciamiento del gen TomloxB sufren menor dafio por frio que frutos no modificados

(silvestres).



5. OBJETIVOS

5.1.

General

Evaluar el dafio por frio en frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.) var. TA234

genéticamente modificados con silenciamiento del gen de TomloxB.

5.2.

Especificos

Evaluar el efecto en la fisiologia de frutos de tomate genéticamente modificados
almacenados a 11 y 7 °C, en comparacion con frutos silvestres, durante su

posterior maduracion a temperatura ambiente.

Evaluar el efecto en el contenido de acidos grasos poliinsaturados de frutos
genéticamente modificados almacenados a 11y 7 °C en comparacion con frutos

silvestres, durante su maduracion a temperatura ambiente.

Evaluar el efecto en la actividad de la enzima lipoxigenasa en frutos
genéticamente modificados almacenados a 11y 7 °C en comparacion con frutos

silvestres, durante su maduracion a temperatura ambiente.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material vegetal y obtencién de frutos

Frutos de tomate utilizados para la experimentacion fueron cosechados de lineas de
plantas de tomate Solanum lycopersicum var. TA234 con silenciamiento del gen
TomloxB (6A, 11y 6H) y una linea silvestre (sin modificacion genética) utilizada como
testigo, las cuales fueron cultivadas en el invernadero del Laboratorio de Manejo
Postcosecha de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA) ubicado
en el Instituto Tecnoldégico de Veracruz, lugar en el que encuentran confinadas bajo

acceso restringido.
6.2. Tratamiento: almacenamiento a bajas temperaturas

Los frutos de tomate (de las cuatro lineas) fueron sometidos a dos tratamientos de
estrés por bajas temperaturas almacenandolos a 7 u 11 °C en camaras de refrigeracion
durante 8 dias para provocar los efectos del dano por frio, con una posterior
maduracion a temperatura ambiente (24 + 1 °C). A este periodo de maduracién se le
denominé almacenamiento post-frio, durante el cual se realizaron analisis cada tres
dias a partir del dia 0 (DO) hasta el dia 9 (D9), teniendo cuatro puntos de muestreo
(DO, D3, D6 y D9).

6.3. Protocolo de bioseguridad

Todo el material biolégico genéticamente modificado (frutos, semillas, flores, etc.) fue
esterilizado en autoclave a 121 °C y 1.5 atm durante 15 minutos antes de ser
desechado por completo, para evitar la diseminacion accidental del material genético

por cruza con especies silvestres.

Los frutos de tomate fueron cosechados en el estado de maduracion 2 (break) segun
la carta del color de tomate recomendado por el departamento de Agricultura de

Estados Unidos (Figura 3).



6.4. Variables de respuesta

Se analizaron las siguientes variables de respuesta:

6.4.1. Firmeza

Se utilizé un medidor de la firmeza y dureza de la fruta (Fruit Texture Analyser) marca
GUSS, modelo FTA GS-25 (# de serie FTA2 920). Para frutos de, maximo, 12 cm de
alto y un rango de operacion de 50 gramos a 25 000 gramos, con una punta conica de

8 mm.

6.4.2. Acidez titulable

El contenido de acidez se determiné como % de acido citrico por gramo de jugo de
pulpa de los frutos. Se realizo por titulacion con NaOH 0.1 N (Golden Bell ®) de acuerdo
con el método de AOAC (1990).

6.4.3. Valor de pH

Se realizé por medicion directa, empleando un potencidmetro Science Med, Modelo 3
BW (Finlandia).

6.4.4. Color

Se determind el °Hue, Luminosidad (L*) y Croma (C*) en piel utilizando un colorimetro
marca Hunter Lab, Modelo 4500L (Reston, Virginia, USA), que utiliza la escala CIE
(L*a*b) (Figura 5) para el calculo del color.



Figura 4. Diagrama de color segun la escala CIE (L*a*b*).

6.4.5. Sodlidos solubles

Se determiné la cantidad de sélidos solubles del jugo extraido de la pulpa de los frutos
mediante un refractémetro Leica Abbe Mark Il digital (Buffalo, N.Y. USA). Los
resultados obtenidos se reportaron como porciento de solidos solubles a 20 °C (AOAC,
1990).

6.4.6. Pérdida de peso

El porcentaje de pérdida de peso se determiné por peso directo de cada uno de los
frutos en una balanza electrénica marca Sartorius modelo BL 2100 (Alemania), segun
el método de la NMX-FF-014-1982.

6.4.7. Velocidad de produccion de etileno (VPE) y produccion de CO2

Para cuantificar la produccion de Etileno y CO2 se pusieron a respirar individualmente
3 frutos de tomate en frascos de vidrio de 300 mL de capacidad, con tapa hermética
acondicionada con un septo de goma, del cual se extraia después de 1 h de
permanencia del fruto, 1 mL del espacio libre de cabeza y el gas producido se inyecto

inmediatamente a un cromatografo de gases Agilent modelo 7820A. Se utilizé una



columna Poraplot Q (# serie USF480715B, USA) de 15 m de largo con un diametro de
0.32 mmy un flujo de 7 mL/min. Las condiciones de operacion del cromatégrafo fueron:
100 °C en el horno, 150 °C en el inyector y 250 °C en ambos detectores, FID y TCD.
Como gas acarreador se usoé nitrogeno y para la ignicion de flama hidrégeno y aire

comprimido.

Las areas bajo la curva obtenidas de las lecturas de los cromatogramas fueron
analizadas mediante la siguiente formula propuesta por Salveit y Yang (1987):

TPE = (Vgas)(Em -k j
T P

Donde:

TPE = Tasa de produccién de etileno en nL*kg™'*h"
Vgas = Volumen de la camara — volumen del fruto (mL)
T = Tiempo de residencia del fruto en la camara (h)

Em = pg/L de etileno en la muestra

Et = pg/L de etileno en el testigo

P = Peso del fruto en kg

La misma féormula se acondiciond para la cuantificaciéon de CO2

6.4.8. Actividad de Lipoxigenasa
Preparacion del extracto:

Se macerd la pulpa de tomate y el jugo extraido se coloco en tubos eppendorf® de 1.5
mL de capacidad. A continuacion, se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min, se
recuperd el sobrenadante y se realizd una segunda centrifugaciéon a 14000 rpm
durante 3 min. El sobrenadante se filtré con discos de membrana Millipore ® de 0.45

pum de diametro de poro y se reservo para su posterior utilizacion.

Preparacion de la solucion sustrato (Técnica de Gokmen modificada).



Se colocaron 5 mL de buffer de fosfatos (ver anexo 1) en un vaso de precipitados de
30 mL y se afiadieron 157.2 L de acido linoleico al 60% (Sigma)y 157.2 uL de Tween
80 (Sigma), llevando la mezcla a baho maria, agitando manualmente para la
incorporacion de los reactivos. Después se afiadié 1 mL de NaOH 1 N (Golden Bell ®)
y se aforé a 100 mL con el mismo buffer de fosfatos. A partir de este momento se

mantuvo en oscuridad.
Reaccion:

La reaccion se llevo a cabo en tubos de ensayo al agregar 40 pL del extracto, 2.64 mL
de la solucion sustrato y 1360 uL de buffer. Los tubos se mantuvieron en bafio Maria
a 37 °C durante 10 min. Pasado este tiempo la reaccion se detuvo por medio de un
bafio de hielo. El blanco contenia solo el buffer y la solucion sustrato. Las muestras se
leyeron a 234 nm en un espectrofotometro Agilent ® modelo 8453 (China). La actividad
de lipoxigenasa se defini6 como el incremento en la absorbancia de 0.001 * mg de
proteina * min. La concentracion de proteina se determindé mediante el método de
Bradford.

6.4.9. Determinacion de acidos grasos

La determinacién de acidos grasos de los frutos se realizo en tres etapas: 1) extraccion
de los acidos grasos del material vegetal, 2) derivatizacion alcalina de los acidos
grasos totales presentes en el material vegetal y 3) cuantificacién por cromatografia

de gases.

Para la primera etapa se siguio la técnica de Soto-Rodriguez (2008), con algunas
modificaciones como a continuacion se describen. Se macero tejido sin semillas y se
pesaron 3 g en balanza analitica Entris® modelo ENTRIS224-1S (Sartotius Lab
Instruments GmbH & Co. KG, Goettingen, Germany), posteriormente se procedidé a
agregar 6 mL de cloroformo, agitando en un agitador orbital Modelo MaxQ 4450
(Shaker) (Thermo Scientific®, Marietta, OH) durante 10 minutos a 250 rpm; pasado
este tiempo se agregaron 12 mL de metanol y nuevamente se agité en Shaker por 10
min. Por ultimo, se agregaron 6 mL mas de cloroformo, nuevamente, con agitacion

orbital durante 10 minutos y se centrifug6é a 5000 rpm por 10 min; después de



centrifugar se separé la fraccidn cloroférmica con pipetas Pasteur y se colocd en
matraz de baldn para ser evaporada en rotavapor, y se le agregaron 5 mL de hexano
al matraz baldn para recuperar los acidos grasos extraidos. Por otro lado, se pesaron
tubos limpios y secos, y se transfirid el aceite del matraz balén a estos tubos ya
pesados, enseguida se evaporo el hexano con nitrégeno en campana de extraccion
de gases y se procedié a pesar nuevamente los tubos, ahora con el aceite, para
conocer la cantidad de acidos grasos extraidos de cada muestra.

En la segunda etapa, la derivatizacidén de los acidos grasos, se utilizaron los extractos
obtenidos en la primera etapa, utilizando la técnica de Esperdn-Rojas et al. (2017),
ajustada a la cantidad de lipidos extraidos de las muestras de tomate; a cada tubo con
acidos grasos se le anadieron 1.5 mL de H2SO4 1 M en metanol, se calent6 a 60°C
durante 30 minutos en un termoblock; transcurrido este tiempo se retiraron las
muestras del calor y se colocaron en bafio de agua fria para detener la reaccidn, se le
afnadieron 2 mL de hexano, agitando durante 15 segundos en vortex, y a continuacion,
se agregaron 2.5 mL de NaCOs (a una concentracion de 90 g/L), agitando en vortex
nuevamente y se centrifugd después a 3500 rpm durante 10 minutos, separandose en
dos fases. Se transfirid con pipeta Pasteur la fase superior (hexano) a los viales para

inyectar en el cromatografo de gases.

En cuanto a la tercera etapa, la identificacion y cuantificacion de los acidos grasos, se
llevo a cabo en un Cromatégrafo Hewlett Packard Modelo 6890 (Wilmington DE) el
cual tenia acoplada una columna HP-Innowax de 60 m x 0.250 mm. Se utilizé un
detector FID (Detector de lonizacion de flama). Las condiciones del método fueron 250
°C en el Detector; 150 °C en el detector y 80 °C en el horno, con un flujo de 0.9 mL/min.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

El tomate es susceptible al dafio por frio, caracterizado por una superficie picada,
zonas oscuras y acuosas y una susceptibilidad incrementada al decaimiento. El dafo
por frio se inicia a una temperatura especifica en donde las enzimas degradativas de
lipidos como la fosfolipasa D (PLD) y lipoxigenasa (LOX) son activadas por
rigidificacion de las membranas (Pinhero et al., 1998). Estas dos enzimas, han sido
originalmente propuestas ser importantes en el catabolismo de lipidos, ya que inician
una cascada lipolitica de deterioro en la membrana durante la senescencia y estrés
(Paliyath y Thompson, 1987; Paliyath y Droillard, 1992). Un incremento en la actividad
de la LOX en la membrana ha sido observado en respuesta a la exposicidén del estrés
de dafio por frio en tejido plantas de maiz (Pinhero et al., 1998), pepino (Mao et al.,
2007), frutos de nispero (Cao et al., 2009; Rui et al., 2010) y tomate (Aghdam, 2013;
Aghdam, et al., 2014).Estudios en plantas indican que la accion PLD juegan un rol
importante en la sefializacién a nivel de membrana y en la regulacién celular. Sila PDL
incrementa su actividad, dejara mas acidos grasos libres para que LOX actue y por lo

tanto los procesos bioquimicos que acompafan a la maduracion se veran activados.
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Figura 5. Apariencia de los frutos almacenados a 7 °C en cada punto de muestreo.
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Figura 6. Apariencia de los frutos almacenados a 11 °C en cada punto de muestreo.

7.1. Confirmacion de la transformacion

Se confirmd la transformacion de la linea 6H mediante la técnica de PCR, utiizando
primers del gen UIDA que codifica para una region amplificada de 987 pb. que
contenian la secuencia Directa: 5-CTGGGTGGACGATATCACCG-3" y Reversa: 5'-
TACGGCGTGGATACGTTAGC-3’, usando DNA extraido de hojas, mediate el método
de Plant DNAzol, bajos las condiciones mostradas en la tabla 2. Se realizé
electroforesis en gel de agarosa 10 g L' (1%) para comprobar la integridad del DNA y

separacion de genes por peso (figura 7) y se comprobd la presencia del gen de interés.



Tabla 6. Condiciones de la PCR.

(ng/5u1)

-—10,000

- 8,000
- 6,000
— 5,000
- 4,000

— 3,000
— 2,500
- 2,000

— 1,500

- 1,000
- 150

-— 500

- 250

gel agarosa 1%

Etapa Temperatura, °C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1

Desnaturalizacion 95 15s 35

Alineamiento 55 15s 35

Extension 72 1 min 35

Extension final 72 2 min 1
DNA Mass

Figura 7. Gel de electroforesis de PCR: banda del gen UIDA 987 pb.

7.2. Evolucién de color

Los frutos evaluados fueron sometidos a dos tratamientos: almacenamientoa 7°C o a
11 °C por 8 dias, teniendo una maduracién post-frio de 8 dias a temperatura ambiente
de 24 °C + 1 °C, periodo en el que realizaron los analisis correspondientes cada tres
dias durante 9 dias, partiendo del dia en que fueron retirados del almacenamiento (DO,

D3, D6 y D9).




Los parametros de color son un indicativo visual de maduracion en los frutos de tomate,
asi como un atributo muy importante a nivel comercial (Efiuvwevwere y Thorne, 1988).
El sistema mas comun utilizado es el CIE L*a*b*, donde L* indica luminosidad, a* y b*
son coordenadas de cromaticidad (Olivas y Barbosa-Canovas, 2005) con las que se
puede calcular °Hue (color) y croma (saturacion de color). Individualmente, el cambio
de color entre las lineas evaluadas de cada cinética presentd una tendencia similar,

siendo diferente entre tratamientos.

Se puede observar que para el muestreo D9 todas las lineas, tanto transgénicas como
testigo, de ambos tratamientos, alcanzaron un color de alrededor de 40 °Hue,
formando parte del rango de colores rojizos (ver figura 4), color alcanzado en el estado
de maduracion 6 (ver figura 3).

Sin embargo, el color de los frutos almacenados a 7 °C fue de, aproximadamente 80
°Hue, que se encuentra en el rango de colores amarillentos (ver figura 4) al salir del
almacenamiento, mientras que el de los frutos almacenados a 11 °C era de alrededor

de 45 °Hue (colores rojizos), evidentemente, mas maduros en comparacion.

°HUE 7 °C 2HUE 11 ¢C
W TESTIGO W6A W1l m6H mTESTIGO W6A W1l m6H

90 90
80 80
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20

10 10
DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

°HUE
°HUE

Figura 8.Cambio de °Hue en color externo.



Figura 9. Apariencia de frutos de cada linea en DO y D9 almacenados a7 y 11 °C.

A) Frutos almacenados a 7 °C durante 8 dias, en DO, lineas: Testigo, 6A, 11, 6H. B) Frutos almacenados a 7
°C durante 8 dias, en D9, lineas: Testigo, 6A, 11, 6H. C) Frutos almacenados a 11 °C durante 8 dias, en DO,
lineas: Testigo, 6A, 11, 6H. D) Frutos almacenados a 11 °C durante 8 dias, en D9, lineas: Testigo, 6A, 11, 6H.

Siguiendo con el parametro croma (saturacién de color), en el tratamiento a 7 °C, las
lineas transgénicas y la testigo no mostraron diferencias significativas, aunque en el
dia 9, lalinea transgénica 1|l muestra menor saturacion que las demas y que la testigo.
En el tratamiento a 11 °C hubo una variacion mas alta, pero de la misma manera en el

dia 9, la linea 6H exhibié una mayor saturacion que las demas lineas y que la testigo.



CROMA 7 °C CROMA 11 ¢C

W TESTIGO m6A m1ll m6H W TESTIGO m6A m1ll m6H

55 55
50 50
45 45

40 40

SATURACION DE COLOR
SATURACION DE COLOR

35 35

30 30

Figura 10. Seguimiento de croma en color externo.

En el atributo de luminosidad, como se esperaba, se observa una tendencia en
decremento en todas las lineas en ambos tratamientos (7 y 11 °C), siendo los frutos
del tratamiento a 7 °C los que iniciaron con un valor mayor. Se observa que las lineas
11 y 6H son iguales entre si y diferentes a la linea testigo, mientras que la linea 6A no
mostro diferencia significativa con el testigo. Por su parte, los frutos del tratamiento a
11 °C tuvieron un decremento de luminosidad entre los puntos DO y D3, con una
pérdida menor en los siguientes puntos, sin diferencia significativa en ninguna linea. A

diferencia del tratamiento a 7 °C donde la luminosidad decrecié gradualmente.
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Figura 11.Cambio de luminosidad en color externo.

7.3. Firmeza

Ademas del color, la firmeza es una caracteristica importante de la calidad de las frutas
y verduras, y es de los principales factores que afectan la percepcion sensorial y la
aceptacion de los alimentos por parte del consumidor (Oey et al., 2008). Conforme
avanza la maduracién y senescencia de un fruto, su firmeza disminuye. Como se tenia
contemplado, todas las lineas de cada tratamiento siguen este comportamiento de
pérdida de firmeza, siendo el tratamiento a 7 °C el que tuvo firmezas mayores para
cada linea en comparacion con el tratamiento a 11 °C, que también mostré una firmeza
inicial menor y una pérdida mayor de firmeza al final de los muestreos. Esto fue
probablemete debido a la diferencia en el estado de maduracién en el que se
encontraban los frutos al salir de sus respectivos almacenamientos. Cabe destacar
que en cada tratamiento las lineas 11 y 6H fueron significativamente diferentes a la
linea testigo, mientras que la linea 6A, en el tratamiento a 7 °C, no muestra diferencia
significativa con las otras tres lineas, siendo totalmente diferente de 11 y 6H en el
tratamiento a 11 °C e igual a la linea testigo, sin diferencias significativas en DO y D3,
pero diferente en D6 y D9.



FIRMEZA 7 C FIRMEZA 11 °C

M Testigo m6A m1ll m6H

B Testigo W6A m1ll m6H

0.75 0.75
0.65 0.65
0.55 0.55
0.45 0.45
2 2
0.35 0.35
0.25 0.25
0.15 0.15
0.05 0.05

DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

Figura 12. Pérdida de firmeza.

7.4. Actividad de LOX

En cuanto a la actividad de LOX, se confirmé que fue menor en las lineas
genéticamente modificadas, esto como consecuencia del silenciamiento del gen
TomloxB. La enzima LOX desencadena las reacciones de peroxidacién en los lipidos
de la membrana plasmatica. Con la enzima silenciada, es decir, con una menor
actividad, se podria manteer mas alto el nivel de insaturacion de los lipidos y aumentar
la fluidez de la membrana (Lee et al. 2005), disminuyendo los sintomas del dafio por
frio. Ademas, pretratamientos que desaceleren el aumento en la actividad de LOX
durante el almacenamiento en frio tienen un efecto positivo sobre los frutos, como lo
evidencian Aghdam et al. (2012), quienes aplicaron soluciones de acido salicilico en
diferentes concentraciones en frutos de tomate, lo cual tuvo efecto sobre negativo
sobre LOX y fosfolipasa D (PLD). Por su parte Rui et al. (2010) sometieron frutos de
nispero a un tratamiento térmico (38 °C - 5 h) teniendo como resultado una disminucion

en la actividad de LOX y PLD. En ambos casos el dafio por frio fue menor al del testigo.



También es posible observar que la actividad de LOX en D9 es mayor en el tratamiento
a 7 °C, lo cual se atribuye posiblemente al dafio por estrés que sufren las enzimas a

menor temperatura, propiciando una mayor actividad de la enzima.

LOX 7 °C LOX 11 eC
TESTIGO —e—6A —€—11 —e—6H TESTIGO —@—6A —@—1 —@—6H

60 60

50 50

40 40

< 30 30
> <
-]

20 20

10 10

0 0

DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

Figura 13. Actividad de la LOX.

7.5. Contenido de acido linoleico y linolénico.

Se cuantifico el contenido de los acidos grasos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3).
Estos acidos grasos forman parte importante de las membranas celulares y son
también el principal sustrato de LOX (Vick y Zimmerman, 1987; Baysal y Demirddven,
2007; Bai et al., 2011; Feussner y Wasternack, 2002).

Durante la maduracion hay un decaimiento general en el contenido de fosfolipidos.
Ademas, hay un incremento sustancial en la sintesis de esteroles acompanada por
marcados cambios en la composicion y conjugacion en el esterol (Whitaker 1988,
1994). A bajas temperaturas, el contenido de fosfolipidos decrece y la concentracion
de esterol se incrementa; sin embargo, esto no fue acompafiadoa por una maduracién
del fruto (Whitaker, 1993).

En las figuras 12 y 13 se observa que el contenido de estos dos acidos grasos

disminuye con el tiempo y que es menor en la linea testigo, siendo significativamente



diferente de las lineas transgénicas. Este hecho se vio reflejado en la apariencia de
los frutos, ya que fueron los que mostraron mayor deterioro (figura 9). Por otra parte,
en el tratamiento a 7 °C se cuantificO una mayor cantidad de estos lipidos en
comparacion con el tratamiento a 11 °C (ver graficas 12 y 13), presumiblemente
conservando por mas tiempo la integridad de la membrana debido a la menor
degradacion de C18:2 y C18:3.

C18:2 - 7°C C18:2 - 11°C
Testigo 6A 1l 6H Testigo 6A 1l 6H

70 8 70

60 60

50 50
{D 40 {Q 40
) ob
€ 30 € 30

20 20

10 10

0 0

DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

Figura 14. Contenido de acido linoleico (C18:2).

C18:3 - 7°C C18:3 - 11¢C

Testigo 6A 1l 6H 40 Testigo 6A 1l 6H

40
35 35
30 30
25 25

g/g
g/g

15 15

10 10

5 5

0 0
DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

Figura 15. Contenido de acido linolénico (C18:3).



Los sintomas del dafio por frio incluyen en la maduracion adecuada de los frutos,
provocando la formacién de picaduras, desarrollo irregular del color y el aumento de la
descomposicion post-cosecha. Estos sintomas generalmente no aparecen hasta que
los tomates se transfieren a temperaturas no frias (Morris, 1982). El desarrollo de
sintomas de dafio por frio puede ser la consecuencia de la oxidacién del exceso de
especies reactivas de oxigeno que inducen la peroxidacién y la degradacion de los

acidos grasos insaturados en los lipidos de la membrana (Lyons, 1970).

En las siguientes tablas se muestra el incremento en el contenido de 4cido linoleico y
acido linolénico del tratamiento a 7 °C con relacion al tratamiento a 11 °C, comparando

cada linea en cada uno de los puntos de muestreo.

Tabla 7. Relacion del contenido de C18:2 entre tratamientos.

C18:2 Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
TESTIGO 0.09 0.14 0.32 0.48
6A 0.07 0.09 0.22 0.35
11 0.05 0.16 0.14 0.08
6H 0.07 0.15 0.14 0.11

Tabla 8. Relacién del contenido en porciento de C18:3 entre tratamientos.

C18:3 Dia O Dia 3 Dia 6 Dia 9

TESTIGO 0.09 0.09 0.34 1.27

6A 0.06 0.16 0.35 0.81

11 0.08 0.13 0.21 0.60

6H 0.12 0.15 0.18 0.21
7.6. Produccion de etileno y COo.

El etileno actua como hormona vegetal de maduracion en los frutos climatéricos, regula
la maduracion y senescencia debido a que estimula la expresion de genes que
codifican para enzimas relacionadas con los cambios durante estas etapas (Jiang y
Fu, 2000), como es el caso del tomate. Tiene un papel doble en la postcosecha: por
un lado, ocasiona que los frutos adquieran caracteristicas sensoriales éptimas para su
consumo, pero también es responsable de la senescencia de los tejidos, generando
efectos desfavorables en la calidad (Bapat et al., 2010).



En las graficas de produccion de etileno se observa que hay diferencia entre las lineas
evaluadas segun los tratamientos aplicados. En el caso del tratamiento a 7 °C, el pico
de etileno de la linea testigo se present6 en el dia 3 (D3), mientras que en las lineas
modificadas fue en el dia 6 (D6), mostrando retraso en la maduracion. Por su parte, en
el tratamiento a 11 °C el pico de etileno de la linea testigo también ocurrié en D3, asi
como el de las lineas transgénicas 6A y 11, siendo la linea 6H la que tuvo un retraso
mas claro en el pico de etileno, el cual se manifesté en D6, al igual que en otro
tratamiento a 7 °C. Lo anterior tiene sentido al tomar en cuenta el retraso evidente en
la maduracién en el que se encontraban los frutos al término del almacenamiento. La
maxima produccion de etileno de las lineas 11 y 6H nunca fue superior a la maxima

produccion de las lineas testigo y 6A.

ETILENO 7 °C ETILENO 11 °C
ETESTIGO m6A m1l m6H mTESTIGO mAG mil m6H
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Figura 16. Produccion de etileno.

Mientras tanto, la produccion de CO- en el tratamiento a 7 °C tuvo una tendencia de
incremento, con diferencia entre la linea testigo y las modificadas (6A, 11 y 6H). En
cambio, el comportamiento de la produccion de CO: de las lineas testigo, 6A y 11, en

el tratamiento a 11 °C, es similar al de la produccion de etileno, con un incremento en



D9, debido a la senescencia de los frutos, sin embargo, el comportamiento de 6H es

parecido al del tratamiento a 7 °C.

O, 7 °C O, 11 °C

100 mTESTIGO m6A m1l m6H 100 mTESTIGO m6A W1l m6H

80 80

60 60
40 40
2 ‘l“ll IIiI{‘
0 0
DO D3 D6 D9 DO D3 D6 D9

Figura 17. Producciéon de CO2.
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7.7. Contenido de solidos solubles.

Sensorialmente, el sabor en los frutos depende de la compleja interaccion de los
azucares, los acidos organicos y compuestos fendlicos, asi como de compuestos
volatiles que puedan impartir sabor. En ello radica la importancia de la cantidad de
azucares en el fruto. A su vez, los azucares, asi como los acidos organicos, son los

principales sustratos de la respiracion (Seymour, 1993).

En este experimento, el contenido de solidos solubles de todas las lineas evaluadas
de ambos tratamientos (7 y 11°C) fue en aumento, siendo 1l y 6H diferentes de la
testigo, y, a su vez, 6H, fue diferente de las demas. La linea 6A, en algunos dias de
analisis no tuvo diferencia con la linea testigo y con la linea 1I. En general no se

observaron diferencias entre en tratamientos a7y 11 °C.



SOLIDOS SOLUBLES 7 2c SOLIDOS SOLUBLES 11 2C
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Figura 18Evolucion del contenido de sdlidos solubles.

7.8. pHyacidez

El pH y la acidez son variables que se complementan. Los acidos organicos, como el
acido citrico, son utilizados como sustratos durante la respiracion. Al existir un aumento
en la acidez los valores de pH de dichas lineas disminuyeron reciprocamente. En este
caso podemos apreciar que hay correspondencia entre el aumento de pH vy la
disminucion de acido citrico para cada tratamiento, asi como diferencias significativas
entre todas las lineas, siendo el tratamiento a 11 °C el que mostrd, tanto mayor
incremento de pH, como mayor disminucion en el contenido de acido citrico, mientras
que a 7 °C es menor, hecho que corresponde al retraso en la maduracion de estos
frutos.



pH 7 oC pH 11 oC
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Figura 19. Cambio de pH.
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Figura 20. Contenido de acidez como acido citrico.

7.9. Pérdida de peso.

En cuanto a la pérdida de peso, se ha reportado que un incremento en la actividad de
LOX esta asociado con un incremento en la pérdida de agua en hojas de tabaco (Gong
et al., 2003). Para esta evaluacién el muestreo se extendié un ponto, llegando al dia
12 (D12), que no se muestra en los demas parametros evaluados, para conseguir 4



puntos de pérdida de peso. Mientras que todas las lineas presentan la misma
tendencia en el comportamiento del tratamiento a 11 °C es, disminuyendo
gradualmente hasta P3 y aumentando en P4, el comportamiento del porcentaje de
pérdida de peso en el tratamiento a 7 °C fue mas erratico, sin mostrar diferencias

significativas entre las lineas evaluadas, salvo por el ultimo punto.
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Figura 21. Pérdida de peso.



8. CONCLUSIONES

En este trabajo se evaludé la actividad de LOX, contenido de acidos grasos
poliinsaturados (linoleico y linolénico) y la fisiologia de tomates modificados
genéticamente con silenciamiento del gen de TomloxB, en respuesta a dos
condiciones de estrés por frio (7 y 11 °C) durante ocho dias de almacenamiento con

una maduracion posterior a temperatura ambiente (2411 °C).

En el caso del tratamiento a 7 °C, fue perceptible el retraso en la maduracion, como se
muestra en la figura 6, lo cual se comprobo6 al analizar los parametros evaluados,

siendo particularmente evidente en color, produccion de etileno, ph y acidez.

Las lineas 1l y, en especial, 6H manifestaron mejores resultados y mas consistente
que 6A, linea que no tuvo diferencia significativa con la linea testigo, a pesar de tener
una actividad de LOX menor, y que al mismo tiempo fue, de las tres evaluadas en el
presente trabajo, la linea genéticamente modificada con mayor actividad de la enzima
en ambos tratamientos, por lo que se puede afirmar que, los frutos genéticamente
modificados con silenciamiento del gen TomloxB, al tener mayor cantidad de C18:2 y
C18:3 presentan una fluidez de membrana superior debido a una proporciéon mas alta
de acidos grasos insaturados, como consecuencia manifiestan retraso en la
maduracion, retraso en la senescencia y mayor resistencia al dafio por frio que frutos

sin modificacion.

Los frutos de la linea 6H se mantuvieron en mejores condiciones en los dos
tratamientos (7 y 11 °C) ya que no presentaron sintomas de dafio por frio.
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