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1. INTRODUCCION.

1.1.Importancia del tomate vy su cultivo.

El tomate es una de las hortalizas de mayor consumo en el mundo junto con las patatas. En 2011
la produccién mundial de tomate llegd a casi 160 millones de toneladas, y se considera el séptimo
cultivo mds importante después del maiz, el arroz, el trigo, la patata, la soja y la yuca. Por esta
razon, el area dedicada al cultivo y produccidn de tomate se ha duplicado durante los ultimos 20
afios (Bergougnoux, 2014).

1.2.Ubicacion del género Solanum y relaciones filogenéticas con otras especies.

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece al género Solanum en el que también se incluyen
otras especies ampliamente consumidas como la patata (S. tuberosum L.) y la berenjena (S.
melongena), asi como otras de menor que contienen compuestos secundarios tdxicos o que son
medicinalmente utiles, siendo por tanto un género de gran importancia econémica. Solanum es el
género mas grande de la familia de las Solanaceas, al que pertenecen unas 1250 — 1700 especies.
Las especies del género Solanum son caracteristicas de continentes templados y tropicales,
presentando diversidad morfoldgica y ecoldgica (Weese & Bohs, 2007).

El tomate cultivado (S. lycopersicum) (SL), se encuentra en la familia de las Solanaceas, en el
género Solanum L., sect lycopersicum. Sus parientes silvestres son nativos de Sudameérica
occidental, incluyendo las Islas Galdpagos (S. galapense y S. cheesmaniae). La especie S.
pimpinellifolium (PIM) se considera el antepasado mas cercano del tomate silvestre cultivado (José
Blanca et al., 2015). La especie cultivada S. lycopersicum tiene su forma silvestre S. lycopersicum
var. cerasiforme y existen ocho especies silvestres relacionadas con esta, incluyendo S.
pimpinellifolium, S. cheesmaniae, S. chmielewskii, S. chilense, S. parviflorum, S. peruvianum
(Foolad, 2007). La especie S. peruvianum se divide en especies del norte y del sur; estas especies
son: S. arcanum, S. huaylasense, S. peruvianum y S. corneliomulleri. A continuacion, en la Tabla 1
se puede observar las diferentes especies de tomate silvestre, de acuerdo con sus relaciones en el
género Solanum. (Bergougnoux, 2014).



Tabla 1. Clasificacidn de las diferentes especies de tomate silvestre, de acuerdo con sus relaciones en el género Solanum
(Bergougnoux, 2014).
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1.3.El consumo y sabor del tomate actual.

Durante mas de una década, los consumidores en Europa, EE.UU. y Australia se han quejado del
sabor del tomate, y por esta razdn la investigacién sobre este fruto en los ultimos afios se ha
orientado hacia formas de mejora su sabor (Zanor et al.,, 2009). Un alto contenido de azucar
aumenta el sabor del fruto fresco. Por esta razén, los programas de cultivo de tomate se han
enfocado en el aumento del contenido de sdlidos en el fruto. El fruto contiene dos tipos de
sélidos: los sélidos solubles (SS) que representan el 75% del contenido total de sdlidos, el 25%
restante representa sélidos insolubles (ISS). Los principales componentes de los SS son los
azucares reductores de glucosa y fructosa. También la sacarosa estd presente aunque en
cantidades inferiores. Algunas especies silvestres de tomate, incluyendo S. hirsutum y S.
chmielewskii, tienen una mayor concentracidn de sacarosa. Los contenidos de los SS de los
cultivares comerciales de tomate se han estimado en un rango entre el 4,6% (en su mayoria
variedades para el mercado fresco) y el 6,3% (sobre todo en variedades destinadas al
procesamiento) del peso fresco. Sin embargo, en las especies silvestres afines de tomate,
incluyendo S. pimpinellifolium, S. chmielewskii y S. cheesmaniae, presentan concentraciones
mucho mas altas de SS (¥9-15%) (Foolad, 2007). El contenido en acidos organicos (citrato y
malato), asi como la relacidn entre el contenido en sdlidos solubles y acidos, son importantes
determinantes del sabor. Pero sin duda el sabor tipico del tomate no estd determinado
Unicamente por los niveles de azucares y acidos, sino por los niveles de volatiles (Rambla &
Granell, 2014). Sin embargo, cuales de los mas de 300 volatiles que se pueden detectar en frutos
de tomate son los mas importantes para el sabor del tomate es aun objeto de debate y se han
propuesto modelos que permiten predecir su importancia (Klee et al., 2014; Carrera et al., 2012).



1.4. Comprension del sabor del fruto y su diversidad quimica.

Una forma para comprender el sabor de un alimento y las diferentes variantes en las que se
presenta consiste en utilizar la diversidad genética y bioquimica dentro de una especie. Si existe
suficiente diversidad en la composicidon quimica de sus frutos, se pueden establecer correlaciones
entre la composicién y preferencias de los consumidores. Los niveles de metabolitos primarios,
tales como glucosa, fructosa, citrato o malato, pueden presentar pequefias variaciones, mientras
que las concentraciones de compuestos volatiles pueden variar en mas de tres drdenes de
magnitud entre las variedades silvestres. Dentro de las variedades comerciales de tomate de élite,
también hay una variacién quimica sustancial de los niveles de volatiles (Klee & Tieman, 2013).

Los frutos tienen una gran diversidad quimica que incluye a los compuestos volatiles. Esta
diversidad abarca incluyen diferentes grupos funcionales tales como, aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, acidos organicos, furanonas, o terpenoides. Las diferencias en el perfil de
volatiles, es decir, la composicidn quimica cuantitativa y cualitativa, entre diferentes especies
también son drasticas. Aunque los frutos, pueden compartir muchos de los compuestos volatiles
que producen, su abundancia relativa varia ampliamente, incluso entre especies muy cercanas y
dentro de la misma especie. En la Figura 1, se puede observar la diversidad en el perfil volatil entre
algunos frutos cultivados (Granell & Rambla, 2013).
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Figura 1. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros homogeneizados de diferentes especies mediante la
microextraccion en fase solida acoplada a cromatografia gases-espectrometria de masas. (a) tomate (Solanum
lycopersicum); (b) mandarina (Citrus clementina); (c) fresa (Fragaria x ananassa); (d) fresa silvestre (Fragaria vesca).
Algunos de los picos diferenciales que se destacan: 1, 1, (Z)-3-hexenal; 2, Hexanal; 3, (E)-2-hexenal; 4, 6-methyl-5-
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hepten-2-one; 5, Methyl salicylate; 6, Myrcene; 7, Limonene; 8, Linalool; 9, Methyl butanoate; 10, Methyl hexanoate;
11, Ethyl hexanoate; 12, 2-nonanone; 13, Octyl acetate; 14, 2-undecanone.

1.5. Los compuestos voldtiles y su papel en el sabor de los frutos de tomate.

Desde el punto de vista del consumo humano, los compuestos volatiles tienen un papel relevante
en la calidad del fruto, puesto que desempefian un papel fundamental en el sabor (Granell &
Rambla, 2013). En la percepcidn humana del sabor estd implicada la integracion de multiples
sefiales que provienen de accién combinatoria de los receptores del gusto y olfativos. En la
mayoria de los frutos, como por ejemplo el tomate, el sabor también depende en gran medida del
contenido de azlcares y acidos (relacion de azlcares/acidos). Sin embargo, mientras que los
receptores del gusto responden relativamente a pocas sefiales, los receptores olfativos responden
a miles de compuestos quimicos, por lo que se les atribuye la responsabilidad de la gran cantidad
de sabores que percibe el ser humano. Por ejemplo, en los frutos de tomate frescos, se han
identificado mas de 300 compuestos organicos volatiles, de los cuales entre 15 y 20 se cree que
constituyen el sabor de los tomates frescos. Estos voldtiles generalmente son derivados de
diversos precursores como acidos grasos, carotenoides, y aminoacidos. Sin embargo, la definicion
exacta de las vias de biosintesis de muchos de ellos sigue siendo dificil de elucidar (Zanor et al.,
2009).

Ademas de los componentes quimicos de calidad del fruto, los componentes fisicos relacionados
con la textura son de crucial importancia para el consumidor. La textura del fruto se compone de
muchos rasgos incluyendo firmeza de la pulpa, harinosidad, jugosidad y frescura. Durante la
maduracién del fruto, se producen importantes cambios en la textura. El ablandamiento del fruto
tiene un gran impacto en muchos aspectos de la fisiologia de pos-cosecha, incluido el transporte,
la vida util y la resistencia a enfermedades (Zanor et al., 2009).

1.6. Bases sobre la metaboldmica.

La metabolémica es una de las mds recientes y emergentes de las ciencias émicas, que ha
aparecido en estas ultimas décadas. Esta ciencia se encarga del estudio sistematico del perfil de
metabolitos en un determinado proceso, y permite una mejor comprensiéon de las complejas
interacciones moleculares que ocurren en los sistemas biolédgicos (Bino et al., 2004). Al identificar
y cuantificar todos los posibles metabolitos de una muestra bioldgica, se pueden definir los niveles
de estado estacionario de los intermedios de las redes metabdlicas que constituyen el fenotipo
metabdlico. Por medio de esta dmica, actualmente se pueden realizar estudios para profundizar
en el conocimiento de la composiciéon bioquimica del fruto de tomate. De hecho, el fruto del
tomate se considera un sistema modelo para estudios gendmicos relacionados con frutos (Rolin et
al., 2015).
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1.7. Caracteristicas de los compuestos volatiles.

Los compuestos volatiles, por lo general, son moléculas pequefias de baja polaridad y tienen un
peso molecular por debajo de 250-300 Da. Los volatiles tienen presiones de vapor relativamente
altas lo que les permite atravesar las membranas y ser liberados a la atmdsfera en ausencia de una
barrera de difusién. Los voldtiles constituyen aproximadamente el 1% de los metabolitos
secundarios conocidos de plantas. Se sabe que los voldtiles emitidos por las plantas estdn
involucrados en la defensa contra patégenos y herbivoros, en respuesta a estrés abidtico, en la
simbiosis micorricica y también en la atraccidn de los polinizadores y dispersores de semillas. La
biosintesis y la emisién de compuestos volatiles en los frutos es un proceso que esta regulado por
el desarrollo y que ocurre durante la maduracién. Durante la maduracidn, el perfil volatil del fruto
cambia drasticamente. Los niveles de algunos compuestos permanecen casi constantes, otros
incluso disminuyen, pero la mayoria de ellos se elevan bruscamente durante la maduracion, por lo
gue se considera que es parte del mecanismo de atraccién de dispersores de semillas (Granell &
Rambla, 2013).

1.8. Biosintesis de los compuestos asociados con el sabor y su determinacidn analitica.

Retomando el punto de vista quimico, las moléculas asociadas con el sabor conforman un grupo
de compuestos de cadena lineal, de cadena ramificada, aromaticos y heteroaromaticos que llevan
cadenas principales de diversos grupos quimicos tales como hidroxilo, carbonilo, carboxilo, éster,
lactona, amina, y las funciones tiol. Se han identificado y catalogado alrededor de 700 compuestos
qguimicos del sabor. La mayoria de estos pertenecen a diversas familias de plantas, siendo los
principales componentes de los aceites esenciales. Las vias de biosintesis de compuestos volatiles
de plantas importantes han sido rastreadas hasta intermediarios del metabolismo primario. Se ha
demostrado que los hidratos de carbono, acidos grasos, carotenoides y aminodacidos representan
la mayor parte de los precursores naturales para los compuestos del sabor. A continuacion, en la
Figura 2 se puede observar rutas fundamentales para la produccion de compuestos del sabor
(Schwab, Davidovich-Rikanati, & Lewinsohn, 2008).
|
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Figura 2. Diagrama de las rutas principales para la produccién de compuestos del sabor (Schwab et al., 2008).
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Inicialmente y a partir del analisis de volatiles de frutos maduros frescos de tomate, utilizando
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, se determinaron una serie de
compuestos que parecian tener una alta probabilidad de influir en el sabor total del tomate,
debido a presentar concentraciones superiores al umbral de sensibilidad humano. Compuestos
como, (Z)-3-Hexenal, B-lonone o Hexanal, entre otros (Tabla 2), pertenecen a ese selecto grupo de
volatiles que podrian influenciar el sabor del fruto del tomate (Buttery, 1993).

Tabla 2. Concentraciones y umbrales de olor de los principales componentes de tomates maduros frescos.

Concentration (nl/l] Threshold (nl/l) Aroma (log units]
{£)-3-hexenal 120040 0.25 3T
P-iomone 4 0.007 28
Hexanal 3100 4.5 28
f-damascenone 1 0.002 27
1-penten-3-one 520 1 27
2+3-methylbutanal 27 0.2 21
{E}=2-hexenal 270 17 1.2
3-|.-m|‘.n||1j.'l:h1':L;m]-: A 3.5 1.0
1-nitro-2-phenylethane 17 2 0.9
{E}-2-heptenal i) 13 0.7
Phenylacetaldehv de 13 4 0.6
a-methyl-3-hepten-2-one 130 50 04
{Z)-3-hexenol 150 0 0.3
2-phenylethanol 1900 1000 0.3
3-methylbutanol 380 250 0.2
Wethvl salicvlate 4% 40 (.08

* Los compuestos con valores positivos (log units) tienen una alta probabilidad de contribuir al aroma total
del fruto.

El andlisis de los metabolitos se divide en dos partes: el analisis instrumental (analitica) y el analisis
de datos (bioinformatica). Ambos analisis deben ser lo mas completos posible, con el fin de
obtener amplios perfiles metabdlicos y poder realizar analisis comparativos de la situacién
bioquimica del metaboloma que se analiza (Tikunov et al., 2005). El muestreo con el espacio de
cabeza (Head-Space (HS)) del metaboloma volatil es muy utilizado, especialmente acoplado la
cromatografia de gases y espectrometria de masas (Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS)). Una versidn del HS utiliza la microextraccién en fase sélida (Solid-Phase microextraction
(SPME)) para atrapar directamente la fraccion volatil en equilibrio con una muestra sélida o liquida
utilizando para ello una fibra de silice recubierta con un sorbente especifico que permite realizar el
muestreo, la extraccién, la concentracion y la desorcién de la muestra en un sistema libre de
disolvente. En su disposicion mas habitual, el HS se encuentra integrado al SPME lo que permite
realizar el muestreo en un solo paso antes de la GC-MS (Kuehnbaum & Britz-Mckibbin, 2013).
Posteriormente a la desorcién de los metabolitos en el GC-MS, estos se separan por
cromatografia, se ionizan y fragmentan y son detectados en el espectrometro de masas como
iones moleculares o fragmentos de molécula cargados Cada metabolito produce un espectro Unico
del fragmento molecular de este que tiene una masa especifica y una abundancia relativa fija.
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Esta huella digital Unica se puede utilizar para el reconocimiento y la identificacién de los
metabolitos (Tikunov et al., 2005).

1.9. Andlisis metabolémico.

Existen tres enfoques principales utilizados en los estudios de metaboldmica: 1. El andlisis dirigido
(targeted analysis), 2. Perfiles metabdlicos (metabolite profilling) y 3. La huella digital metabdlica
(fingerprinting profiling).

1.9.1 Analisis dirigido.

El analisis dirigido es el enfoque analitico mas utilizado. Generalmente, se utiliza para medir la
concentracién de un numero limitado de metabolitos conocidos. Para llevar a cabo el analisis
especifico, se debe conocer la estructura del metabolito a analizar y tener desarrollado un método
analitico para medir adecuadamente su concentracidon en la muestra. El analisis dirigido es un
verdadero enfoque cuantitativo y ofrece limites muy bajos de deteccién de metabolitos conocidos.
También se puede utilizar en un modo de alto rendimiento, dependiendo del analito de interés.
Una de las grandes limitaciones del andlisis dirigido para la metabolémica es que requiere
conocimiento a priori de los compuestos de interés, y éstos deben estar disponibles en forma
purificada (Shulaev, 2006).

1.9.2 Perfiles metabdlicos.

Los perfiles metabdlicos determinan los niveles de una serie de metabolitos situados en diferentes
rutas metabdlicas en una muestra. Estas mediciones generalmente se llevan a cabo en las ciencias
biomédicas, y se utilizan de manera rutinaria en fluidos biolégicos en forma de diagndstico que
permite la caracterizacién del estado de salud de un paciente. Estos perfiles se componen de un
numero de metabolitos que varia desde varias decenas a centenares. Recientemente se ha estado
prestando mas atencion a los perfiles metabdlicos como una extensién de la gendmica funcional y
se ha propuesto que los perfiles de metabolitos del estado interno de células podrian ser utiles en
la identificacién de la funcion de los genes, especialmente cuando los genes mutantes no tienen
ningun fenotipo aparente (Shulaev, 2006). En la investigacidon de plantas, esta aproximacién ha
permitido estudiar la contribucidn de diferentes rutas metabdlicas al desarrollo y maduraciéon de
drganos, respuesta a estrés, etc. (Zanor et al., 2014).

1.9.3 La huella digital metabdlica.

La huella metabdlica no trata de identificar o cuantificar con precisién todos los metabolitos en la
muestra. Es considerada como un patrén Unico que caracteriza una toma instantdnea del
metabolismo en una linea de células o tejido. Las herramientas de reconocimiento de patrones se
utilizan para clasificar las huellas dactilares e identificar las caracteristicas especificas del perfil que
son caracteristicos para cada patron. La huella digital metabdlica tiene mayor utilidad en el
descubrimiento de biomarcadores y diagndsticos (Shulaev, 2006).
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El procesamiento de datos obtenidos en un andlisis metaboléomico es un paso dificil y consume
mucho tiempo. Generalmente, el procesamiento de un conjunto de cromatogramas implica la
reduccion de ruido, deconvolucién espectral, deteccidn de los picos, la alineacién del
cromatograma, la identificacién de compuestos y su cuantificacién. En el andlisis metabolémico,
los datos se analizan con una amplia gama de algoritmos estadisticos y de aprendizaje automatico.
Estos se pueden clasificar en dos grandes clases: los algoritmos no supervisados y supervisados.
Algunos ejemplos de métodos no supervisados que se han utilizado de forma rutinaria en el
anadlisis de datos de la metabolémica son la agrupacidn jerarquica, andlisis de componentes
principales (PCA) y los mapas de auto-organizacion. Y los métodos supervisados incluyen ANOVA,
minimos cuadrados parciales (PLS) y analisis de funcién discriminante (DFA) (Shulaev, 2006).

1.10. La metaboldmica y los QTLs

Los datos metabdlicos pueden estar relacionados con otros datos obtenidos mediante tecnologias
de gendmica funcional (Tikunov et al., 2005). Aunque es de gran importancia la comprensién
mecanicista de una via metabdlica entera, también se necesita tener conocimiento de los genes
gue controlan el producto final. El camino mads directo a esos genes es empirico. Las poblaciones
de plantas que contienen variaciones naturales o inducidas a la mutacidén en su composicion
qguimica son herramientas necesarias para identificar los genes que regulan la sintesis de
productos quimicos de destino. Por ejemplo, las lineas de introgresion (ILs) que contienen
segmentos fijos de los genomas de los parientes silvestres de tomate son una fuente rica de QTL
que afectan a metabolitos primarios y secundarios (Cagas, Lee, Nemoto, & Sugiyama, 2008).
Debido a su importancia agrondmica, el tomate es una de las primeras especies de plantas que los
investigadores comenzaron a mapear loci de rasgos cuantitativos (Quantitative Trait Loci, QTL)
utilizando marcadores moleculares. Se han podido identificar mas de 50 QTL asociados a los
volatiles responsables del sabor. Los alelos de estos QTLs probablemente sean marcadores
asociados al sabor, lo que permitird llevar a cabo una mejora en el tomate actual (Klee & Tieman,
2013). La finalidad de este trabajo es describir los datos de los perfiles metabolémicos de cada
especie, para en una siguiente fase correlacionarlos con la las distintas variantes en la secuencia
de su genoma e identificar QTLs que puedan ser introgresadas en las lineas comerciales de tomate
y evitar que el sabor tradicional se pierda, cumpliendo asi con los requerimientos de los
productores y consumidores de tomate.

1.11.Traditom.

Nuestro grupo lidera un proyecto de investigacién financiado por la UE, TRADITOM, que tiene
como objetivo valorizar la diversidad genética presente en variedades tradicionales de tomate
muy apreciadas por su sabor, con la finalidad de valorizarlas, evitar que se pierdan e incluso
puedan sustituir, al menos localmente, a las variedades modernas mas productivas. Este trabajo se
integra dentro de TRADITOM vy consiste en un analisis metabolémico que permita aportar
informacidn sobre los metabolitos volatiles en un amplio nimero de variedades tradicionales,
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evaluando y comparando el perfil de volatiles de cada variedad y correlacionarlos de manera que
en una siguiente fase se puedan mapear QTLs asociados a la produccion de estos compuestos.
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2. OBIETIVOS.

El objetivo fundamental de este trabajo es explorar y analizar la diversidad en compuestos
volatiles disponible en una amplia colecciéon de entradas de tomate y especies relacionadas y
valorar su utilidad para mejorar el sabor del tomate.

Este objetivo general se desglosa en tres objetivos especificos:

1. Analizar y obtener el perfil metabdlico de 451 entradas de tomate S. lycopersicum vy
especies silvestres relacionadas con el mismo.

2. Estudiar las correlaciones entre los compuestos volatiles identificados.

3. Comparar los perfiles metabdlicos de estas 451 entradas, utilizando analisis de
componentes principales y andlisis de agrupamiento jerdrquico.
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3. METODOLOGIA.

3.1.Material vegetal.

Se analizaron 494 muestras correspondientes a 450 entradas distintas de especies del género
Solanum: 340 S. lycopersicum var lycopersicum, 63 S. lycopersicum var cerasiforme y 45 S.
pimpinellifolium, 1 S. galapaguense y 1 S. cheesmaniae. Las plantas se cultivaron en invernadero
utilizando las practicas convencionales de cultivo. Se recolectaron los frutos en el estadio de rojo
maduro, se tomd una seccidon del pericarpo de cada fruto, se congelé inmediatamente con
nitrégeno liquido y se guardd en congelacion a -802C. Cada muestra consistié en una mezcla de
varios frutos con el fin de que fuera representativa de cada genotipo en particular. Posteriormente
las muestras se trituraron en un molinillo criogénico y el polvo resultante se guardd a -802C hasta
el momento del analisis.

3.2. Extraccién de volatiles.

Se realizé el andlisis de volatiles utilizando una metodologia similar descrita por (Rambla et al.,
2015). Previamente al analisis, se preparé una muestra de referencia, que estaba compuesta por
una mezcla de 200 mg de cada muestra. Los compuestos volatiles se capturaron mediante
microextraccion en fase sélida (headspace solid phase microextraction (HS-SPME)) y se separaron
y detectaron por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC / MS)).

El experimento analitico se llevd a cabo durante 36 dias, la secuencia de inyeccidon de muestras se
disend de manera que por dia se inyectaran 3 muestras de referencia (Al inicio, en medio y al final
de la secuencia) y entre 12-15 muestras. Para el andlisis se utilizaron 500 mg de cada muestra
pulverizada, utilizando un vial de 7mL para almacenarla, cada vial fue incubado a 37°C durante 10
minutos en un bafo de agua. Al vial se le afiadieron 500 mL de una solucién de EDTA 100 mM, pH
7,5y 1,1 g de CaCl,.H,0, se mezcld y sonicé durante 5 minutos. 1 mL de la solucidn resultante se
transfiriéd a un vial de 10mL que tenia tapdn de rosca con espacio de cabeza con un septum de
silicona/ PTFE vy se llevd a cabo su analisis. Los compuestos volatiles se extrajeron del espacio de
cabeza mediante una fibra de microextraccién en fase sélida de 65 um PDMS/DVB (SUPELCO).
Desde este paso en adelante, el proceso es totalmente automatizado. El proceso de extraccién de
volatiles consistié en la incubacidn de los viales a 50°C durante 10 min con agitacién a 500 rpm. A
continuacién, la fibra se expuso al espacio de cabeza del vial durante 20 min manteniendo las
mismas condiciones de temperatura y agitacién, y para ello se utilizd un CombiPAL autosampler
(CTC Analytics). Los volatiles que la fibra adsorbié fueron desorbidos a 250°C durante 1 min en el
puerto de inyeccidn de un cromatdgrafo de gases 6890N (Agilent Technologies).

Después de la desorcidn, la fibra se colocé en una unidad de acondicionamiento (CTC Analytics) a
250°C durante 5 min utilizando un flujo de helio para su limpieza, con el fin de evitar
contaminaciones cruzadas.
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La cromatografia se realizé en una columna DB5ms (60 m, 0,25 mm, 1 um) (J&W Scientific) a un
flujo constante de 1,2 mL/min utilizando helio como gas portador. La temperatura de la fuente de
ionizacion del espectrdmetro de masas fue de 180°C. Las condiciones de programacion del horno
fueron de 40°C durante 2 minutos, una rampa de 5°C/min hasta 250°C, y una retencidn final a
250°C durante 5 minutos. Los datos fueron registrados en un espectrémetro de masas 5975B
(Agilent Technologies) en un intervalo entre 35-250 m/z, 6 scans/s, utilizando 70 eV para la
ionizacion por impacto electrdnico. Los cromatogramas se procesaron por medio de la versidn de
software ChemStation E.02.02 software (Agilent Technologies).

3.3.Andlisis y tratamiento de datos obtenidos experimentalmente.

3.3.1. Andlisis de cromatogramas y espectros de masas.

El analisis de los datos obtenidos mediante HS-SPME GC-MS, fue un analisis dirigido para
cuantificar 78 compuestos volatiles previamente identificados. La identificacién de los volatiles fue
realizada comparando los tiempos de retencion y los espectros de masas de los estdndares puros
con los obtenidos experimentalmente. La comparacion se revis6 manualmente para verificar que
se identificara correctamente cada compuesto, para ello se observd el tiempo de retencion de
cada compuesto, la forma del pico y su espectro de masas. Un ejemplo de lo realizado con cada
pico de cada cromatograma y su respectivo espectro de masas se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Analisis del cromatograma y los espectros de masas de los volatiles identificados.

3.3.2. Tratamiento de los datos obtenidos mediante GC-MS.

Los datos obtenidos durante los 36 dias del analisis por SPME-GC-MS se trataron de la siguiente
manera: las muestras de referencia se promediaron para obtener una muestra Unica por dia. Cada
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valor de las muestras fue dividido por valor promedio diario, obteniéndose un ratio como valor
para realizar los analisis estadisticos.

Posteriormente hizo una transformacidn de los datos calculando el logaritmo en base 2, con el fin
de ajustarlos a una distribucién normal, requisito necesario para poder realizar los analisis
estadisticos posteriores, y se revisd que solo estuviera un valor por muestra. Las muestras que se
encontraban duplicadas se promediaron sus ratios y luego se calculé su logaritmo en base 2. En los
casos en los que en una muestra no se detectd alguno de los volatiles, se le atribuyd a ese volatil
un valor arbitrario por debajo del limite de deteccién. En concreto, se les asigné un valor que era 2
veces inferior al del valor menor detectado, con el fin de poder calcular su logaritmo en base 2.

3.3.3. Anadlisis de la variabilidad de los niveles volatiles en las muestras.

Para analizar la amplitud de la variabilidad en los niveles de cada compuesto a lo largo de todas
las muestras analizadas, se calculd la razdn (ratio) entre los valores de la muestra con los niveles
mayores de ese volatil y muestra con los niveles mas bajos.

3.3.4. Andlisis estadistico.

En los andlisis de agrupamiento jerarquico HCA y anadlisis de componentes principales (PCA), se
utilizé un conjunto de datos que incluye réplicas. Todos los andlisis se realizaron con el ratio de la
sefal relativa respecto al promedio de la sefial de la muestra de referencia relacién, que se
transformd en el log 2.

Para el andlisis de agrupamiento jerarquico, se utilizd el programa Acuity 4.0 (Axon Instruments),
con las medidas de distancia basados en la correlacién de Pearson. Los datos se representan como
un mapa de calor por medio del programa Acuity 4,0.

Los PCA se llevaron a cabo utilizando el programa SIMCA-P versidn 11 (Umetrics, Umea, Sweden)
con normalizacidn a varianza unitaria.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Andlisis de agrupamiento jerarquico (HCA)

4.1.1. Agrupamiento de compuestos volatiles.

L Subsin

B-1.89 ' > < 1.88

Figura 4. Agrupamiento jerarquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de tomate. Los niveles

de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los valores altos estan representados por el color rojo, los

valores bajos con el color verde y los valores intermedios con el color negro. Los metabolitos se encuentran divididos en

3 grandes grupos a, by c.

Un primer andlisis de la variabilidad presente en las muestras analizadas se realiz6 mediante el

analisis de agrupamiento jerarquico. En la Figura 4 se observa que las 78 filas/ volatiles se agrupan

segun la matriz de correlacion de esos 78 metabolitos en 451 muestras de fruto de tomate. Los 78

metabolitos se encuentran divididos en 3 grandes grupos que se nombraron a, b y c. Esos grandes

grupos se conforman en base a los perfiles de acumulacidon que muestran a lo largo de las 451

muestras. El rango de variacién se encuentra normalizado para cada volatil y oscila entre los

colores verde (valores bajos) y rojo (valores altos), siendo el color negro un indicador intermedio.

20



1-nitte-2-phandelbans
2-phamdathancd
1-ntropertana Tl
J-metivbutane
J-metiytula
J-metintulanoic acid
2-sabuhthazok
J-pentanong
(E.Ey2 A-teptadienal
(E)y-2-pectenal
1-penien3.one
{-pentan3.al
(Zy2pecten-1-of
(E)-2-hazanal
2-athwaran
(E.Ey2 4-heradienal
(£33 sevanal
Haxanal
Butanol
] | \ ! ) Ehanol

| - ! | Dimethwdisutide TI
Mathanetol T
2-mettweu d
(€)2-mosn-2 hutocal
2-metinforopy scetate T1
2-mettybutyt acetate Ti

{E Z)}2 & neptactonal
{E E)-2 4-decadenal

L': | 2-hagranay
| 2-panhifren

| - | Hagdanad

‘ ’ | 1-hexand
DELS-0N0nes
bota-cyclocem!
2-matiiean
Ac

¥ Whaeun
Goramtecatono
G-msting S-haglen-2-0ne
-4 ;

Limonens
(E yinalool ande
(£ Mmaioo! onda
giphademnel
Linawol
Dcmenad T
p-Cymans
2<camn-10al TI
(E y-2-n0manad
Octanal
Nonaral
Decansi
beta-dam
Paman
Hesamoic acud
2|aimthaxanoic ack
Dolanok acid
Acelaphanane
Benzphesane
Satclaldeatyde
Guasiacol
Ewganol

Figura 5. Agrupamiento jerarquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de tomate, divididos

en a, by c. Los niveles de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los niveles altos estan representados

por el color rojo, los niveles bajos con el color verde y los niveles intermedios con el color negro.
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En la Figura 5 a-c se observan las agrupaciones basadas en las matrices de correlacion de los 78
metabolitos de 451 muestras del fruto del tomate. El andlisis de la matriz permitié obtener
informacidn sobre las rutas metabdlicas a las que pertenecen estos compuestos. Los resultados
muestran agrupamiento de compuestos fendlicos, derivados de aminoacidos de cadena
ramificada, derivados de acidos grasos, compuestos azufrados, esteres de aminodcidos de cadena
ramificada, fenilpropanoides, carotenoides, apocarotenoides y monoterpenoides. Aparte de
confirmar la pertenencia a una determinada ruta biosintética, esta aproximacién permite
proponer la ruta metabdlica de la que provienen a algunos compuestos cuya ruta hasta el
momento se desconoce. Estas agrupaciones estdn en consonancia con resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de investigacién de analisis de agrupamiento jerarquico y de
matrices de correlaciones entre volatiles a partir de poblaciones de RILs e ILs desarrolladas a partir
de S. pimpinellifolium, los cuales suponen una confirmacién adicional de la consistencia de las
correlaciones aqui descritas.

En el subgrupo a, se observa la correlacion de los derivados de acidos grasos 3-pentanone, (E,E)-
2,4-heptadienal, (E)-2-pentenal, 1-penten-3-one, 1-penten-3-ol, (Z)-2-penten-1-ol, (E)-2-hexenal,
2-ethylfuran, (E,E)-2,4-hexadienal, (Z)-3-hexenal y hexanal con el butanol. Los primeros 11
compuestos han sido repetidamente descritos como compuestos tipicos de la ruta de compuestos
volatiles derivados de acidos grasos, sin embargo no asi el etanol. Este resultado permite proponer
la asignacion a la ruta metabdlica de los acidos grasos al butanol. También se encuentran
correlacionados con estos los compuestos dimethylsulfide y methanethiol, los cuales no tienen
ruta metabdlica asignada y cuyo agrupamiento no permite asignarle una de forma clara, por esta
razén se han denominado compuestos azufrados. Esta informacidn/clasificacion puede utilizarse
en un futuro para estudiar con mas precision la posible interrelacién metabdlica entre ellos.

Algunas correlaciones permiten confirmar la informacidn que hasta ahora se tiene sobre las rutas
metabdlicas por ejemplo, se sabe que los compuestos 1-nitro-2-phenylethane y 2-phenylethanol
permiten derivan la de la phenylalanine, por ende es de esperarse su correlacion (Granell &
Rambla, 2013) . Los compuestos Geranial y Neral apocarotenoides asociados con el sabor a limén
(Schwab et al., 2008). Los compuestos guaiacol y eugenol ya se habian correlacionado
previamente (Zanor et al., 2009) y se encuentran asociados con la dulzura del fruto (Tieman et al.,
2012). El agrupamiento de los monoterpenoides se puede asociar a que en su ruta metabdlica los
procesos enzimaticos que conllevan a la produccidn de estos compuestos necesitan primero que
las enzimas interactlien con sus sustratos, y esto ocurre al haber un rompimiento o degradacidn
de la membrana lipidica, permitiendo la entrada de las enzimas. El rompimiento o degradacién de
la membrana lipidica puede ocurrir tanto mecdnicamente como consecuencia de la maduracion
del fruto (Buttery & Ling, 1993; Granell & Rambla, 2013).

En el subgrupo b se observa la correlacion de los compuestos geranial y neral con los
apocarotenoides. Aunque estos dos compuestos son monoterpenoides desde el punto de vista
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estructural, el HCA nos indica que desde el punto de vista metabdlico deben ser considerados
derivados de carotenoides.

En el subgrupo c se observa la correlacion de los monoterpenoides limonene, (E)-linalool oxide,
(2)-linalool oxide, a-terpineol, linalool, ocimenol, p-cymene y 2-caren-10-al, con los
fenilpropanoides benzophenone, salicylaldehyde, guaiacol y eugenol. En este subgrupo la mayoria
de compuestos son monoterpenoides o fenilpropanoides.

Algunas correlaciones permiten confirmar la informacién que hasta ahora se tiene sobre las rutas
metabdlicas. Por ejemplo, se sabe que los compuestos 1-nitro-2-phenylethane y 2-phenylethanol
derivan de la phenylalanine (Granell & Rambla, 2013). Los compuestos geranial y neral son
apocarotenoides asociados con el sabor a limén (Schwab et al., 2008). Los compuestos guaiacol y
eugenol ya se habian correlacionado previamente (Zanor et al., 2009) y se encuentran asociados
con la percepcion de dulzura en el fruto (Tieman et al, 2012). El agrupamiento de
monoterpenoides se puede asociar a que en su ruta metabdlica los procesos enzimaticos que
conllevan a la producciéon de estos compuestos necesitan primero que las enzimas interactien con
sus sustratos, y esto ocurre al haber una modificacion/degradaciéon de la membrana lipidica,
permitiendo la entrada de las enzimas. La modificacion/degradacion de la membrana lipidica
puede ocurrir tanto mecanicamente como consecuencia de la maduracién del fruto (Buttery &
Ling, 1993; Granell & Rambla, 2013).

4.1.2. Agrupamiento de los genotipos analizados.

El HCA también se puede utilizar para analizar las muestras en base a su perfil de compuestos
volatiles. Las entradas que pertenecen a un mismo clister deben de tener un perfil mas similar.
Dado que entre el grupo de muestras se encontraban diferentes especies el HCA de las
entradas/muestras nos permitird averiguar si existen perfiles de volatiles o compuestos especificos
de especie o no.
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Figura 6 Parte 1 y 2 del agrupamiento jerarquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de
tomate. Los niveles de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los niveles altos estan representados
por el color rojo, los niveles bajos con el color verde y los niveles intermedios con el color negro.
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Figura 7 Parte 3 y 4 del agrupamiento jerarquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de
tomate. Los niveles de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los niveles altos estan representados
por el color rojo, los niveles bajos con el color verde y LyLylos niveles intermedios con el color negro.
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Figura 8 Parte 5 y 6 del agrupamiento jeradrquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de

tomate. Los niveles de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los niveles altos estan representados
por el color rojo, los niveles bajos con el color verde y los niveles intermedios con el color negro.
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Figura 9 Parte 7 y 8 del agrupamiento jerarquico HCA de los metabolitos en cada una de las muestras del fruto de
tomate. Los niveles de cada compuesto se muestran en forma de mapa de calor, los niveles altos estan representados
por el color rojo, los niveles bajos con el color verde y los niveles intermedios con el color negro.
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En las figuras 6, 7, 8 y 9 se muestran las agrupaciones de muestras (columnas) que se conforman
en base a los perfiles de volatiles y mas concretamente basados en la correlacién de los 78
volatiles a lo largo de las muestras. Se puede apreciar en los cddigos de las muestras/entradas la
especie a la que pertenece cada una de ellas y sus respectivos agrupamientos. En la figura 6 se
encuentra la parte derecha de la matriz de datos. En esta parte se agruparon entradas de las dos
variedades de la especie S. lycopersicum (SL): S. lycopersicum var lycopersicum (LL) y S.
lycopersicum var cerasiforme (LVC). En la figura 7 se encuentra la parte central derecha de la
matriz de datos. En esta parte se agruparon entradas de las dos variedades de la especie SL, LLy
LVC y 14 entradas de la especie S. pimpinellifolium (PIM). En la figura 8 se encuentra la parte
central izquierda de la matriz de datos. En esta parte se agruparon en su mayoria las entradas SLL,
1 entrada de LVC y 2 entradas de PIM. En la figura 9 se encuentra la parte izquierda de la matriz.
En esta parte se agruparon varias entradas de LL, 1 entrada de LVC, varias entradas de PIM, la
Unica entrada de S. galapaguense (GAL) y hacia la parte mas izquierda la entrada de S.
cheesmaniae (CHE).

Los resultados muestran que las entradas de LL tendieron a agruparse en su mayoria con las LL y
LVC y unas pocas con PIM, GAL Y CHE. La correlacién entre LL y LVC es un resultado esperado ya
gue son variedades de la misma especie. Por otra parte, las entradas de PIM tendieron a
agruparse en su mayoria con LVC y unas pocas con LL, GAL y CHE. La agrupacion entre PIM y LVC
es un resultado esperado ya que, aunque se trata de dos especies distintas, LVC se considera una
especie silvestre al igual que PIM. La correlacion de CHE y GAL con LL y PIM sugiere que aunque
CHE y GAL son especies endémicas de la Isla Galapagos y han tenido una evolucion diferente a LLy
PIM, presentan caracteristicas semejantes que permite agruparlas tanto con la especie silvestre
como con la cultivada (José Blanca et al., 2015).

Cabe destacar que hay una notable variabilidad en el perfil de volatiles entre las distintas entradas
de cada uno de las agrupaciones a nivel genotipico, tanto en LL como en LVC o PIM. Del mismo
modo, aunque hay una clara tendencia a la agrupacién de las entradas en funcién de su genotipo,
no hay un perfil definido que permita clasificar inequivocamente cada una de las entradas en su
grupo genotipico en base a su perfil de volatiles. En consecuencia, se puede observar que hay, por
ejemplo, entradas de PIM mas semejantes a LL o0 a LVC que a otras entradas de su misma especie
(Figura 8).

Otro resultado que se infiere de la matriz de correlacién es la alta prevalencia de volatiles
derivados de acidos grasos en PIM. Los derivados de acidos grasos son considerados compuestos
de relevancia en el sabor a tomate, y su sintesis esta asociada con los procesos de maduracion del
tomate fresco (Davila-Avifia et al.,, 2011). Los altos niveles de estos compuestos en PIM
representan una buena oportunidad para investigar y utilizar alelos de genes implicados en la ruta
que deriven de PIM en la mejora del sabor del tomate cultivado.
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4.2. Diferencias en el perfil metabdlico de los diferentes genotipos.

La Figura 10 muestra la comparacion de los perfiles metabdlicos de las especies S. lycopersicum
var. lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme y S. pimpinellifolium. La comparacién entre
estas tres especies se realizd debido a que en la actualidad se considera a la especie S.
lycopersicum var. lycopersicum (LL) la variedad de tomate cultivado, S. pimpinellifolium es la
especie silvestre mds cercana es y S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) es un antepasado
reciente de la variedad cultivada (Jose Blanca et al., 2012), siendo importante observar los perfiles
metabdlicos de estas especies.
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Figura 10. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros de tomates de tres especies diferentes: S. lycopersicum
var lycopersicum, S. lycopersicum var. cerasiforme y S. pimpinellifolium. Picos: 1. Hexanal, 2. (E)-2-Hexenal, 3. Hexanoic
acid, 4. 6-methyl-5-hepten-2-one, 5. 2-Propylpentanol, 6. Ethyl-1-hexanol acetate, 7. Eugenol, 8. 3-Methylbutanol, 9. 2-
Nitropentane.

Los perfiles metabdlicos son diferentes, la intensidad de la mayoria de sus picos (metabolito) varia
al compararse entre especies, este resultado se puede atribuir, a que como se dijo anteriormente
se estd comparando una especie silvestre, una especie que se considera antepasado de la variedad
cultivada y la variedad cultivada. S. lycopersicum var. cerasiforme y S. pimpinellifolium son
especies que se encuentran muy implicadas en la historia del tomate y su domesticacion (Jose
Blanca et al., 2012). La domesticacién del tomate como cultivar fue realizada en un principio desde
los Andes hasta América Central y de ahi a Europa, lo que generd un cuello de botella genético. El
inicio de la domesticacidn consistié en la seleccién de los genotipos preferidos del germoplasma
existente. La seleccion de un cultivar como el tomate se hace generalmente en base a una sola
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planta, donde se selecciona un pequefio numero de plantas. En especies que son
predominantemente endogamicas, la variacidn genética tiende a disminuir, incluso cuando no hay
seleccion. Lo que genera una deriva genética, que es un proceso muy importante que reduce la
variacion genética (Bai & Lindhout, 2007).

Es la reduccion de la variacion genética la que genera los cambios en el perfil metabdlico de las
tres especies (Figura 10). Esto se debe a que desde el punto de vista evolutivo, la domesticacion y
los programas de mejoramiento han inducido cambios tanto fisiolégicos como morfoldgicos y por
lo general estos cambios han sido drasticos (Bergougnoux, 2014). En la Figura 10 se puede
observar la evolucién de la composicién de los metabolitos a través de la domesticacion, donde
algunos compuestos disminuyen progresivamente de la especie silvestre a la especie cultivada.
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Figura 11. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros de tomates entre dos especies diferentes: S.
lycopersicum var lycopersicum vs S. lycopersicum var. cerasiforme.

La Figura 11 muestra la comparacién de los perfiles metabdlicos de las especies S. lycopersicum
var. lycopersicum y S. lycopersicum var. cerasiforme. La comparacion entre estas dos especies se
realizd teniendo en cuenta que S. lycopersicum se divide en dos variedades botanicas: S.
lycopersicum. var. cerasiforme (LVC) y S. lycopersicum. var. lycopersicum (LL) (José Blanca et al.,
2015) siendo importante observar los perfiles metabdlicos de estas variedades.

Las diferencias entre los perfiles metabdlicos de las dos variedades muestran en su mayoria una
disminucién en la cantidad de metabolito presente en el fruto de tomate para la variedad S.
lycopersicum var. lycopersicum. Esta disminucion se puede deber a los procesos de domesticaciéon
del tomate. Como se observa, la variedad LVC tiene mayor contenido de (E)-2-hexenal y hexanal.
Estos dos compuestos volatiles son considerados importantes para el sabor del fruto de tomate, y
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se encuentran asociados al aroma del fruto. La importancia de los compuestos volatiles esta
basada en su participacion como componente aromatico del sabor (Tandon, Baldwin, & Shewfelt,
2000). Estos resultados sugieren la pérdida del componente aromatico por parte de la variedad
cultivada, teniendo mejor sabor la variedad silvestre LVC.
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Figura 12. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros de tomates de dos especies diferentes: S. lycopersicum
vs S. pimpinellifolium.

La Figura 12 muestra la comparacion de los perfiles metabdlicos de las especies S. lycopersicum
(SL) y S. pimpinellifolium (PIM). La comparacion entre estas dos especies se realizdé teniendo en
cuenta que estas dos especies se encuentran genéticamente relacionadas, siendo especies
hermanas de frutos rojos de tomates. SL es una especie que se caracteriza por tener frutos
grandes y que incluye al tomate cultivado, mientras que PIM es una especie que se caracteriza
porque su fruto es pequeio, por lo que se le suele denominar el tomate de grosella (Nakazato &
Housworth, 2011). Teniendo en cuenta las diferencias genéticas entre estas dos especies y sus
caracteristicas, es importante comparar sus perfiles metabdlicos.

Las diferencias entre los perfiles metabdlicos de las dos especies muestran en su mayoria una
disminucién en la cantidad de buena parte de los metabolitos volatiles en el fruto para la especie
S. lycopersicum. Estas diferencias se pueden atribuir al hecho de que, aunque SL y PIM tienen una
estrecha relacidn genética, son geograficamente, ecolégicamente y morfolégicamente distintas. SL
se encuentra en gran medida en los ambientes cdlidos y himedos de la orilla de la cuenca del
Amazonas, en los Andes orientales y se encuentran en otras zonas tropicales y subtropicales
mientras que PIM sélo se encuentra en ambientes templados desérticos de la costa oeste. La
diferencia drastica de precipitacién entre los Andes orientales y occidentales se debe a que la
humedad de los vientos alisios del este de la cuenca del Amazonas se precipita a medida que
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asciende en los Andes, causando altas precipitaciones en la vertiente oriental y condiciones
hiperdridas en las laderas occidentales de los Andes (el efecto de sombra de lluvia). En
consecuencia, PIM y otras especies de tomate en los Andes occidentales se basan en gran medida
al agua de los numerosos rios que fluyen hacia el Océano Pacifico y de la niebla pesada durante los
meses de invierno (Nakazato & Housworth, 2011). Es probable que las diferencias entre los
terrenos orientales y occidentales de los Andes influyeran en los condiciones del cultivo de
tomate, por lo tanto los frutos presentaran diferencian en cuanto a tamanio, color y sabor. Uno de
los metabolitos que se encuentra en menor cantidad en la especie S. lycopersicum es el 3-
methyllbuthanol, compuesto que se encuentra asociado al sabor y a la dulzura del fruto (Tieman
et al., 2012). Por lo tanto, la disminucidn de la cantidad de 3-methyllbuthanol en el fruto se podria
considerar una pérdida de sabor y dulzura.
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Figura 13. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros de tomates de dos especies diferentes: S. lycopersicum
(negro) vs S. cheesmaniae (rojo).

La Figura 13 muestra la comparacién de los perfiles metabdlicos de las especies S. lycopersicum
(LL) y S. cheesmaniae (CHE). La comparacion entre estas dos especies se realizd teniendo en
cuenta que SL es una especie cultivada y se CHE es una especie endémica de la Isla Galapagos
(Lucatti, van Heusden, de Vos, Visser, & Vosman, 2013).

En la Figura 13 se puede observar que los perfiles de volatiles de las dos especies son muy
diferentes, algunos volatiles disminuyen su concentracién y otros la aumentan. Cabe destacar que
el compuesto la cantidad phenylacetaldehyde disminuye en la especie SL. El phenylacetaldehyde
es un compuesto derivado de la leucina y se encuentra en abundancia en frutas como la fresa y el
tomate (Schwab et al., 2008), también esta asociado con el sabor del fruto (Klee & Tieman, 2013),
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por esta razdn, una disminucién en la cantidad de este compuesto en el fruto puede afectar su
sabor.
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Figura 14. Perfiles de los compuestos volatiles de frutos maduros de tomates de tres especies diferentes: S. lycopersicum
(negro) vs S. galapaguense (rosa).

La Figura 14 muestra la comparacion de los perfiles metabdlicos de las especies S. lycopersicum
(LL) y S. galapaguense (GAL). La comparacion entre estas dos especies se realizé teniendo en cuenta
qgue SL es una especie cultivada y se GAL es una especie endémica de la Isla Galapagos, presenta
variedades morfoldgicas, como en la forma de la hoja, esta considerada como una especie con
fruto rojo. GAL es una especie cercana a las especies cultivadas y se cree que al igual que SL
experimentd un cuello de botella genético. Esto se pudo deber a una mayor acumulacion de
mutaciones potencialmente nocivos durante el cultivo y la colonizacién (Ichihashi & Sinha, 2014).

En la Figura 14 se puede observar que los perfiles de volatiles de las dos especies son muy
diferentes, la mayoria de los volatiles disminuyen su concentracion en la especie SL. El (E)-2-
hexenal es uno de los volatiles que disminuye su concentracién en la especie LL. EL (E)-2-hexenal
es considerado como uno de los compuestos de importancia para el aroma del fruto, también se
considera un compuesto verde, ya que le aporta al fruto un aroma a fresco (Tandon et al., 2000).
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4.3. Analisis de los volatiles que afectan el sabor en los tomates frescos.

Tabla 3. Variacidn del valor relativo de cada metabolito con respecto a todos los genotipos.

R R
Ruta Compuesto Mayor/menor Ruta Compuesto Mayor/menor
apocarotenoide Geranial 1569,42 I fatty der. (E,E)-2,4-decadienal 2237,54
apocarotenoide Neral 1549,60 I fatty der. (2)-2-penten-1-ol 1522,00
der. Carotenoides | Geranylacetone 4017,08 I fatty der. (E,2)-2,4-decadienal TI 1311,57
der. Carotenoides | 6-methyl-5-hepten-2-one 258,92 I fatty der. (2)-3-hexenal 669,42
der. Carotenoides | beta-damascenone 216,61 I fatty der. 3-methylfuran 233,20
der. Carotenoides | beta-cyclocitral 76,43 | fatty der. (E,E)-2,4-hexadienal 231,54
der. Carotenoides | beta-ionone 71,81 | fatty der. Octanoic acid 220,57
terpenoide Ocimenol Tl 392,35 | fatty der. 1-hexanol 220,31
terpenoide 2-caren-10-al Tl 346,48 | fatty der. 2-methylfuran 199,02
terpenoide (E)-linalool oxide 202,33 fatty der. (E,Z2)-2,4-heptadienal 170,54
terpenoide Linalool 98,39 fatty der. 2-ethylfuran 144,69
terpenoide p-cymene 61,97 fatty der. 3-pentanone 125,54
terpenoide (2)-linalool oxide 49,66 fatty der. Pentanoic acid 118,05
terpenoide alpha-terpineol 32,89 fatty der. 1-penten-3-ol 97,05
terpenoide Limonene 27,62 fatty der. 2-pentylfuran 84,70
fenilpropanoides Eugenol 24780,43 fatty der. (E)-2-pentenal 80,63
fenilpropanoides Methyl salicylate 6167,54 fatty der. (E,E)-2,4-heptadienal 80,15
fenilpropanoides Guaiacol 1906,74 fatty der. (E)-2-hexenal 79,13
fenilpropanoides Ethyl salicylate 1482,56 fatty der. 1-penten-3-one 74,18
fenilpropanoides Salicylaldehyde 80,81 fatty der. Nonanal 70,80
ester bca 2-methylbutyl acetate T 15464,02 I fatty der. (E)-2-octenal 67,26
ester bca 2-methylpropyl acetate Tl 1177,37 | fatty der. 1-pentanol 41,27
ester bca 3-methylbutyl acetate TI 374,64 | fatty der. Hexanal 38,68
bcaa der. 2-isobutylthiazole 6020,34 | fatty der. 2-ethylhexanoic acid 30,85
bcaa der. 3-methylbutanol 3214,38 | fatty der. (E)-2-heptenal 30,72
bcaa der. 2-methylbutanol 1321,72 | fatty der. Pentanal 30,25
bcaa der. 3-methylbutanal 712,35 | fatty der. Heptanal 27,02
bcaa der. 2-methyl-2-butanol 636,62 | fatty der. Octanal 19,11
bcaa der. 3-methylbutanoic acid 628,95 | fatty der. (E)-2-nonenal 17,30
bcaa der. (E)-2-methyl-2-butenal 333,16 | fatty der. Hexanoic acid 11,00
bcaa der. 2-methylbutanal 322,74 | fatty der. Decanal 8,61
bcaa der. Butanol 136,21 | other fenolics | 2-phenylethanol 36481,40
bcaa der. 2-methylpropanal 81,64 I other fenolics | 1-nitro-2-phenylethane 10137,68
1-nitropentane Tl 11630,29 I other fenolics | Phenylacetaldehyde 2478,96
Dimethyldisulfide TI 390,07 | other fenolics | Benzylnitrile 1595,48
Ethanol 242,16 other fenolics | Styrene TI 1398,60
Acetone 57,81 other fenolics | Benzaldehyde 56,72
Methanethiol Tl 20,84 other fenolics | Benzophenone 38,95
Pseudocumene 9,24 other fenolics | Acetophenone 10,22

En la Tabla 3 se presentan los rangos de variacién de los diferentes volatiles de tomate agrupados

por familias. Los volatiles que presentaron una variacién de mas de 10000 veces fueron: eugenol,

2-methylbutyl acetate, 1-nitropentane, 2-phenylethanol y 1-nitro-2-phenylethane. Los volatiles
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eugenol, 2-phenylethanol, 1-nitro-2-phenylethane son derivados de compuestos fendlicos que se
encuentran asociados con el sabor en frutos como el tomate mientras que el volatil 2-methylbutyl
acetate es un éster. Aunque muchos ésteres son asociados con aromas frutales (Granell & Rambla,
2013), sin embargo algunos compuestos en particular pueden ser percibidos negativamente por el
consumidor/frugivoro.

La variacién de mas de 10000 veces en la cantidad de estos volatiles en las muestras a lo largo de
los distintos genotipos estudiados puede reflejar el diferente papel de estos compuestos en los
habitats naturales en los que estas especies crecen y se reproducen, y puede haber afectado el
proceso de domesticacion o mejora moderna, ya que algunos de ellos parecen tener efectos
negativos en el sabor a altas concentraciones.

Los volatiles que presentaron una menor variacién, del orden de 30 veces, fueron: limonene,
methanethiol, pseudocumene, acetophenone, decanal, hexanoic acid, (E)-2-nonenal, heptanal y
octanal. Los volatiles decanal, hexanoic acid, (E)-2-nonenal, heptanal y octanal se cuentan entre
los derivados de acidos grasos, los cuales constituyen una gran clase de compuestos, entre los que
se incluyen los llamados volatiles de hoja verde, una familia de aldehidos Cs alcoholes y ésteres
derivados, y que se encuentran asociados con el aroma fresco tipico de las hojas cuando son
heridas o aplastadas (Granell & Rambla, 2013).

La menor variacion (relativamente, ya que un rango de 30 no se observa para la mayoria de los
compuestos de los seres vivos) cubre las muestras de las diferentes especies S. lycopersicum var.
lycopersicum (LL) S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) y S. pimpinellifolium (PIM) nos indica que
esta ruta metabdlica se encuentra muy conservada. El que estos compuestos derivados de la ruta
de 4acidos grasos y su ruta de biosintesis actien como moléculas sefalizadores en la respuesta al
dafio puede ser el motivo de su conservacion de sus niveles a lo largo de las distintas especies
relacionadas con el tomate.
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4.4. Amplitud de la variacién en los niveles de volatiles y distribucidén segin los distintos genotipos
y especies.

Hexanal
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Figura 15. Perfil cuantitativo del Hexanal en cada una de las muestras de tomate.

En la Figura 15 se puede observar el perfil cuantitativo de la composiciéon de hexanal en cada
muestra. La variaciéon en la contribucién de este volatil al perfil volatil es importante dada su
contribucion al aroma, dado que se considera un compuesto verde que contribuye a la percepcion
del mismo como fruto fresco (Tandon et al., 2000). Cémo varia su contribucién en especies de S.
lycopersicum var. lycopersicum (LL) S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) y S. pimpinellifolium
(PIM) nos permite ver la importancia relativa dentro de cada una de ellas en comparacién con las
otras.

Lo primero que se observa es que hay una gran variabilidad entre las muestras. Las tres especies
cuentan con entradas que poseen tanto altas como bajas concentraciones de hexanal y que son
mas numerosas las muestras que presentan bajas concentraciones de hexanal. Al comparar los
valores entre las mads altas y las mas bajas se observa que es de -3 a +1 en escala log2, lo que
implica que el rango de variacién no es muy grande, independientemente de la especie y por lo
tanto podemos decir que se ha preservado su capacidad de produccién durante los procesos de
domesticacion y evolucion.
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Figura 16. Perfil cuantitativo del (E)-2-heptenal en cada una de las muestras de tomate.

En la Figura 16 s se puede observar el perfil cuantitativo de la prevalencia de (E)-2-heptenal en
todas las muestras. Este compuesto es considerado de importancia para el sabor (Granell &
Rambla, 2012). Se encuentra en el tomate maduro y sus niveles aumentan cuando el fruto es
macerado o cortado (Davila-Avifia et al., 2011). Se analizdé también la variacién en la prevalencia
de este compuesto dentro de las especie S. lycopersicum var. Lycopersicum (LL) S. lycopersicum
var. cerasiforme (LVC) y S. pimpinellifolium (PIM).

Lo primero que se puede observar es que, aunque existe variabilidad en las 3 especies, la mayoria
de las PIM muestran altas cantidades, mientras que la mayoria de las LL tiene bajas cantidades de
(E)-2-heptenal (aunque hay ciertas entradas concretas de LL con valores altos). Al comparar los
valores entre las altas y bajas concentraciones de (E)-2-heptenal, se observa que cubren un rango
de variacién de unas 30 veces. Siendo la LL la especie cultivada y LVC una especie silvestre, podria
decirse que debido a los procesos de domesticacion las entradas de tomate LL han sufrido en
general una reduccion de (E)-2-heptenal y que esta pérdida pudo afectar su sabor.
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Figura 17. Perfil cuantitativo del 2-phenyletanol en cada una de las muestras de tomate.

En la Figura 17 se puede observar el perfil cuantitativo de la composicién de 2-phenylethanol en
cada una de las muestras analizadas. Este volatil es considerado un compuesto de gran
importancia para la percepciéon del sabor dulce y el aroma del fruto (Zanor et al., 2009). También
se analizo la variacién en la prevalencia de este compuesto dentro de las diferentes entradas de
las especies S. lycopersicum var. lycopersicum (LL) S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) y S.
pimpinellifolium (PIM).

Al igual que en los casos anteriores se observa que existe una gran variabilidad para 2-
phenylethanol en las 3 especies, pero las PIM presentan altas cantidades del compuesto en la
mayoria de las entradas, mientras que la mayoria de las LL tienen bajas cantidades de 2-
phenylethanol. Al comparar los valores entre las altas y bajas concentraciones de 2-phenylethanol,
se observa que el rango de variacién es mucho mds grande que para los otros volatiles
comentados anteriormente: 30000 veces. Este resultado, en general, indica que durante el
proceso de domesticacion el contenido de 2-phenylethanol fue seleccionado, de forma que
preferentemente las entradas de tomate con niveles bajos de este compuesto han sido
conservadas. Aunque se ha descrito que este compuesto tiene un aroma floral y aumenta la
percepcion de dulzura del fruto, su precursor inmediato, el phenylacetaldehyde, tiene un aroma
intenso y desagradable. Se sabe que concentraciones altas de phenylacetaldehyde producen
efectos nauseabundos mientras que concentraciones bajas contribuyen a la percepcién del sabor.
En consecuencia, es razonable pensar que durante la domesticacion se haya seleccionado contra
el phenylacetaldehyde e, indirectamente, también contra el 2-phenylethanol, derivado suyo. Ello
es consistente con la identificacidon del locus "malodorous”, responsable de la acumulacion de
altos niveles de este 2-phenylethanol y phenylacetaldehyde, y su pérdida durante Ila
domesticacion (Tadmor et al., 2002).
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Figura 18. Perfil cuantitativo del guaiacol en cada una de las muestras de tomate.

En la Figura 18 se puede observar el perfil cuantitativo de la composicién de guaiacol en todas las
muestras. El guaiacol se ha asociado al aroma medicinal o ahumado en tomate y su percepcién
varia desde deseado a poco deseado (Zanor et al., 2009). Ademas, parece que se encuentra
asociado con la dulzura del fruto (Tieman et al., 2012). Se analizé la variacién en los niveles de este
compuesto en las muestras correspondientes de las especies S. lycopersicum var. lycopersicum (LL)
S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) y S. pimpinellifolium (PIM) para ver su prevalencia relativa
segln las mismas.

Lo primero que se observa el rango de la variabilidad en las concentraciones de este volatil a lo
largo de las 3 especies: mientras la mayoria de las muestras PIM presenta medias/bajas
cantidades, la mayoria de muestras con altas concentraciones de guaiacol pertenecen a especies
LL. Al comparar los valores entre las altas y bajas concentraciones de guaiacol, se observa un rango
de variacion de 1000 veces. Podria decirse que debido a los procesos de domesticacion la especie
LL ha generado variantes que pueden producir altas concentraciones de este compuesto que
pueden afectar al sabor del fruto. De hecho, nuestro grupo ha contribuido a identificar las bases
moleculares de esa variabilidad, que se debe a una glicosiltransferasa que previene la liberacion
de guaiacol en las entradas con bajo nivel del compuesto (y de otros compuestos relacionados,
como el methyl salicylate, el eugenol, y el ethyl salicylate) (Tikunov et al., 2013).
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3-methylbutyl acetate

— S ycopersioum war hyoop S pcopersicum vac ceronfonme 5. pleopive lfokum

Figura 19. Perfil cuantitativo del 3-methybutyl acetate en cada una de las muestras de tomate.

En la Figura 19 se puede observar el perfil cuantitativo de la composicién de 3-methybutyl acetate
Este es un éster, y los ésteres son compuestos importantes que tienen umbrales de olor bajos que
proporcionan aromas caracteristicos que los seres humanos asociamos a frutos especificos, pero
en ocasiones también a compuestos desagradables. En su mayoria, los compuestos volatiles de
ésteres proporcionan aromas ‘“afrutados”, y se encuentran entre los compuestos mds abundantes
en frutas como la manzana, la fresa, el melocotén y el banano. Su nivel en tomate suele ser muy
bajo y no correlaciona con una buen percepcidn del sabor del mismo (Granell & Rambla, 2013)..

Lo primero que se observa es la variabilidad en las concentraciones de este volatil en las 3
especies. En general, bastantes de las entradas de PIM se cuentan entre las que tienen las
mayores concentraciones de este compuesto. La mayoria de muestras tanto de LL como de PIM
presentan concentraciones medias o bajas de 3-methylbutyl acetate. Al comparar los valores
entre las altas y bajas concentraciones de 3-methylbutyl acetate, se observa un rango de variacién
de 300 veces. Este resultado, indica que aunque en general hay variabilidad para este compuesto
dentro de las especies de tomate que producen frutos rojos, este se encuentra en poca
abundancia, y desconocemos cudl es la base de esa variabilidad. Por el contrario, se sabe que las
especies silvestres relacionadas con el tomate que producen frutos verdes acumulan altos niveles
de 3-methylbuty acetate, y se ha propuesto que en el proceso evolutivo tanto las aciltransferasas
como las esterasas en diferentes formas y alelos han jugado un papel importante en la evolucién
de los niveles de este compuesto (Goulet et al., 2012; Goulet et al., 2015).
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4.5. Andlisis de PCAs
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Figura 20. Andlisis de componentes principales (PCA) de las muestras de tomate. El grafico separa las especies S.
lycopersicum var lycopersicum (S. Lyc), S. lycopersicum var. cerasiforme (S. lyc var cera), y S. pimpinellifolium (S. pimpi).

El analisis de nuestro conjunto de datos mediante su proyeccidon en componentes principales
(PCA) nos puede permitir obtener informacién adicional sobre la produccion de volatiles en el set
de variabilidad. En la Figura 20, se presenta el "score plot” de las dos primeras componentes
principales correspondiente a nuestras muestras analizadas para el conjunto de volatiles. El
analisis revela que las muestras se encuentran agrupadas de acuerdo con su especie. Dentro del
Ovalo naranja se agrupan la mayoria de las muestras de la especie silvestre S. pimpinellifolium
(PIM), y esta agrupacion se localiza en el espacio PCA hacia la derecha. Dentro del évalo azul se
agrupan la mayoria de las entradas de S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) (pariente
semidomesticado de S. lycopersicum) y se localiza en el centro del espacio PCA. Finalmente, en la
parte izquierda del PCA estd el dévalo verde que contiene la mayoria de las entradas de S.
lycopersicum var lycopersicum (LL) (variedad cultivada).

El PCA muestra ademas que PIM es mas semejante (solapa mas o esta mas cerca) a LVC que a LL,
lo que podria interpretarse como que las muestras se situan, de derecha a izquierda, en una
especie de ruta de domesticacion. Por otro lado, la mayor proximidad/solapamiento entre LL y
LVC que entre estas y PIM es compatible con el hecho de ser variedades de la misma especie. La
progresion hacia la izquierda entre las entradas se le puede atribuir a los procesos de
domesticacion y mejoramiento que ha sufrido el tomate.

Aunque los objetivos de la mejora de LL han estado orientados hacia la resistencia a
enfermedades, |la adaptacion a las diversas areas de produccidn, rendimiento y uniformidad de la
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produccidn, resulta evidente que ello ha ocasionado de forma inadvertida una mayor variabilidad
en la produccién de compuestos volatiles. El procedimiento de mejora implicé en muchos de los
casos la introduccién de muchas introgresiones de PIM y otras especies del género sexualmente
compatibles con el tomate pero filogenéticamente mas distantes, dando lugar a una ampliacién de
la diversidad genética de las LL. En estos programas de mejoramiento se seleccionaron los rasgos
especificos que son caracteristicos de los productos frescos y procesados del mercado y de
transformacion, lo que permitid una mayor diversificacién y diferenciacion genética entre las
clases de tomate en el mercado. Los rasgos que han sido seleccionados durante la domesticacién
de tomate fueron el color, el peso y la forma de la fruta. Es interesante que algunos de los genes
que introducen variabilidad en color, afecten los niveles de carotenoides, lo que indirectamente
ampliaria la variabilidad en los volatiles derivados de los mismos (Frusciante et al., 2014).
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Figura 21. Loading plot del PCA de las muestras de tomate. El grafico muestra que las especies Solanum lycopersicum,
tienen mayor contenido de terpenoides y las especies Solanum pimpinellifolium tienen mayor contenido de derivados de
acidos grasos.

En la Figura 21, representa los “loading plot” del PCA anterior, y permite averiguar cudles son los
volatiles que contribuyen a agrupar las muestras de las diferentes especies y separarlas de las
demas. Es decir, cuales son los volatiles que contribuyen a agrupar las entradas de PIM en la
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derecha, las de LVC en el centro, y las de LL a la izquierda del espacio PCA de la Figura 20. Los
volatiles que mds contribuyen a separar estos tres grupos son los derivados de acidos grasos y los
terpenoides. Los frutos de PIM tienen mayor contenido en derivados de acidos grasos que LL. Los
derivados de acidos grasos son importantes para producir el aroma caracteristico del tomate
fresco, particularmente en las notas aromaticas “verdes”. Su produccién ocurre por una accién
enzimatica que actla fundamente durante la desestructuracidon del fruto (Chen et al., 2004).
Teniendo en cuenta la importancia de los derivados de acidos grasos y su alto contenido en PIM y
su menor contenido en LL es posible que ello haya ocasionado un efecto en el aroma/sabor de
algunas de las entradas de LL.

Los resultados también indican que LL tiene mayor contenido de terpenoides que PIM. Los
terpenoides constituyen una de las mads diversas familias de productos naturales, con alrededor de
40000 estructuras diferentes de terpenoides descubiertos por ahora. Los terpenoides volatiles:
hemiterpenoides (Cs), monoterpenoides (Cy,), sesquiterpenoides (Cy5) y algunos diterpenoides
(Cy) participan en las interacciones entre plantas y herbivoros o polinizadores y también
participan en las respuestas de defensa o de estrés en general de la planta. Los terpenoides,
principalmente los miembros del C,q y Cis de esta familia, afectan los perfiles de sabor de la
mayoria de los frutos y el aroma de las flores en diferentes niveles (Schwab et al., 2008). Debido a
la importancia de esta ruta metabdlica y la funcién de sus derivados en la planta al observar los
resultados en donde la especia cultivada LL tiene mas cantidad de estos compuestos, podria
decirse que en particular esta ruta ha sido no solo conservada, sino su importancia incluso sea
mayor en LL. Queda por averiguar si el motivo para ello es que uno de los criterios de seleccidn
usados para el mejoramiento y la domesticacion del cultivo de tomate haya sido la resistencia a
agentes patdgenos, donde estos compuestos terpenoides pueden tener un valor importante
(Rambla y Granell, 2014).

DATOS NOV 5 Todo ALL.M1 (PCA-X) = CHERRY
t[Comp. 11]/t[Comp. 12] S. che
Colored according to Obs ID (3) * S. gal
* S. lyc var cera
- S.lyc
L S.pimpi
51 *S. lyc var
a4t
3 S
§ AS_IYCAS.I\;/FAS. f ygmlswc = S.pimp - clvar
27 B
aSlyc
1 ASKcaslyc >
5 aslyc I b
= o 1 a 75"', - K5 Nifnpi
Slyc NS
AS.|yCASA|ySC“§{S| Y S
a1t SRy AS.lyc Ag‘? O
aslyc &8¢ asiyc N B Y %ﬂ ASlyc
L ASlyc AR.lyc aSlyc *3 oA e ‘E p‘ % e var
ot ASlyc asly¢ e A
S.lyc Ayl R 2
aslyc Jyc ASNE (TR As_élyﬂ'c ,ﬁ/’”éﬁ&ﬁﬂ
A SBEDI p.A%I . WMeTyc
=1 asigelye var = aslyc
*S. lyc vr aslyc
a4t
aslyc
5 4 3 2 1 o 1 2 3 4 5 6

t11]

R2X[11] = 0,0257305 R2X[12] = 0,0217928
Ellipse: Hotelling T2 (0,95) SIMCA-P 11 - 5/11/2015 16:43:06

Figura 22. Grafica que agrupa S. lycopersicum var lycopersicum, Solanum pimpinellifolium y S. lycopersicum var.
cerasiforme, S. galapaguense y separa S. cheesmaniae.
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En la Figura 22, se muestran las componentes 11 y 12 del andlisis de componentes principales
(PCA) en la que se incluyen otras especies silvestres. Aunque estas dos componentes solo explican
una pequefia parte de la variabilidad existente en el perfil de volatiles a lo largo de todas las
muestras analizadas (el 2,6% vy el 2,2% respectivamente), este “score plot” pone de manifiesto la
existencia de un perfil de volatiles caracteristico de S. cheesmaniae (CHE) que permite
diferenciarla de todas las otras entradas. La muestra de S. cheesmaniae (CHE) corresponde a una
Unica entrada concreta de esta especie endémica de las Islas Galapagos.

CHE al igual que la mayor parte de la fauna y flora de las Islas Galdpagos, ha evolucionado en
forma aislada de las demds especies del continente, adquiriendo una combinacién morfoldgica y
caracteristicas fisioldgicas Unicas en el género, por ejemplo, las frutas de color naranja-rojo o
naranja-amarillo, el follaje amarillo-verde, el tamano de la semilla y latencia de las semillas
excepcional (Nuez, Prohens, & Blanca, 2004). Asi que este resultado se debe a que CHE ha tenido
una evolucién diferente a la de las demds especies.

DATOS NOV 5 Todo ALL.M1 (PCA-X)
p[Comp. 11]/p[Comp. 12]

4 3-methylbu
037
4 3-methylbu

027
4 Pentanoic 4 2-isobutyl 4 3-methylbu
4 2-methylfu 4 1-nithoperethylbu

. etopheno
01T 4 Hexanoic a . A(Ez).‘z‘% C
’ [he; | -
 Acetang pertanon, L0%@IQry  AeERhangl-5 < betanal

i I2-ethy|hex 4Neral 5 AEthyl sali
a swreﬁéz—prln(aE;)_E;se-udocume a Héﬁ“‘%@&b%thylpr 4 Decanal  Nonanal
- T aal ?@6@@- c6 1. abeta-dy&etyibu
* ﬁ‘%ﬂﬁa'égﬂyﬁﬂ%l Tna| '%E?%’th%no‘ A(E)-2-none
A ﬁ%ﬂyﬁ%@ Hexanal 4 (B)-2-octe
a1-pentandt g'ﬁ[meﬁ)u . eYB-Lé'memyIfu Abetaonon
4 Benzylnitr
4 Methanefiy

A 2-methyl-2

p12]

-0,0

017

a1-nitro-2- 4 (EZ)-2,4-
imethy Idi A(EB)-24- 4 2-methylbu

021 ARG sa

A Sahcylal%ugenol

-037

4 Guaiacol

02 01 0.0 0,1 0.2 03
p[11]

R2X[11] = 0,0257305 R2X[12] = 0,0217928 SIMCAP 11 - 5/11/2015 17:51:05

Figura 23. Loading plot del PCA de las muestras de tomate que separa la especie S. cheesmaniae de las demas especies
de frutos coloreados relacionados con el tomate. El grafico muestra que la especie S. cheesmaniae contiene mayor
cantidad de los volatiles nonanal, decanal, octanal.

En la Figura 23, se representa el “loading plot” correspondiente a las mismas componentes del
PCA, lo que permite identificar cuales son los volatiles que mas contribuyen a la separacién entre

CHE (derecha) y las demas especies presentes en el “score plot” de la Figura 22. El contenido
mayor de volatiles octanal, nonanal y decanal en CHE parece ser el principal responsable de su

separacion del resto de las muestras de fruto de las demds especies. El nonanal es el volatil con
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mas peso en la componente principal que separa CHE. De las otras entradas, y junto con el octanal
y el decanal son derivados de acidos grasos. Cabe esperar que la diferencias en el contenido de
derivados de acidos grasos afecten el aroma/sabor (Chen et al.,, 2004). Todo ello ofrece
oportunidades para identificar las entradas con mayores niveles de los compuestos de interés para
un posible programa de mejora dirigido a cada tipo de compuesto volatil. Por otra parte, la
disponibilidad en nuestro grupo de investigacién de informacidn sobre la resecuenciacion de estas
451 entradas, permitira disponer de un panel de SNPs polimérficos a lo largo de todas ellas con el
que realizar un estudio de GWAS (genome wide association study) y definir las regiones del
genoma que afectan los niveles de cada uno de los volatiles, asi como qué alelos son relevantes
para cada caso.
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CONCLUSIONES

El analisis de agrupamiento jerarquico (HCA) de los 78 metabolitos y 451 muestras de fruto de
tomate, junto con HCA previos de este grupo realizados sobre poblaciones de lineas RILs e ILs,
permitié la correlacion de los compuestos volatiles de acuerdo con su ruta metabdlica y la
asignacion tentativa de algunos compuestos de los que no se conoce su ruta con certeza.

Las muestras mostraron en general unos perfiles de volatiles que en principio son mas
similares entre las entradas correspondientes a la misma especie y mas diferentes cuanto mas
alejadas filogenéticamente sean entre si. Las muestras de frutos correspondientes a entradas
de la especie PIM se caracterizaron en general por una alta concentracién de volatiles
derivados de acidos grasos, lo cual podria afectar al sabor y al aroma del fruto maduro.

Las 451 muestras de frutos de tomate de diferentes especies analizadas mostraron una gran
variabilidad en el perfil cuantitativo de cada uno de los 78 volatiles identificados. Los
compuestos asociados al sabor y al aroma (como hexanal, 3-methylbutyl acetate, guaiacol, 2-
phenylethanol, (E)-2-heptenal) presentaron mayor rango de variabilidad a la vez que las
menores concentraciones de estos compuestos en las entradas LL.

Los volatiles que presentaron una variacion de mas de 10000 veces fueron fundamentalmente
ésteres y derivados de compuestos fendlicos: eugenol, 2-methylbutyl acetate, 1-nitropentane,
2-phenylethanol y 1-nitro-2-phenylethane. Algunos de ellos parecen haber sufrido una
seleccion negativa durante el proceso de domesticacion reciente, ya que los niveles elevados
de estos compuestos se asocian con sabores/olores no deseados o nauseabundos.

El analisis de componentes principales (PCA) agrupd las muestras de acuerdo con su especie:
S. pimpinellifolium (PIM) (silvestre), S. lycopersicum var. cerasiforme (LVC) (pariente silvestre
de S. lycopersicum) y S. lycopersicum var lycopersicum (LL) (variedad cultivada). Estas
diferencias se pueden atribuir a una consecuencia indirecta de los programas de
mejoramiento del cultivo de tomate que dio como resultado la introduccién de muchas
introgresiones de PIM y familiares de tomate mas distantes, dando lugar a una ampliacién de
la diversidad genética de las LL e indirectamente de su perfil de compuestos volatiles

En general las entradas de PIM tienen mayor contenido de compuestos volatiles derivados de
acidos grasos que LL, que pueden ser relevantes para la produccién del aroma caracteristico
del tomate fresco.

Los frutos de las entradas de LL tiene mayor contenido de terpenoides que PIM, lo que podria
afectar al sabor y a la susceptibilidad/resistencia a patégenos. Dado que uno de los criterios
de seleccion usados para el mejoramiento y domesticacién del cultivo de tomate ha sido la
resistencia a agentes patdgenos, no es de descartar que este sea el motivo del mayor nivel de
estos volatiles en LL que en PIM.
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