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RESUMEN

En Europa, en general, y en Espafa, en particular, el futuro de la agricultura tiende a una
especializacion creciente hacia productos de calidad, satisfaciendo las demandas de los
consumidores. Una tendencia por otro lado inevitable, ya que seria imposible competir con
otras zonas de cultivo con menores costes laborales y exigencias medioambientales. En este
contexto, ya existen nichos de mercado en los que los consumidores han demostrado estar
dispuestos a pagar un diferencial de precio por una produccién respetuosa con el medio
ambiente y sin residuos o por un mayor valor funcional, es decir por la acumulacién de
compuestos bioactivos que ayudan a prevenir el desarrollo de enfermedades. Entomate ya se
dispone de variedades alto licopeno, que aumentan el contenido en carotenoides y en algunos
casos de vitamina C y polifenoles, pero con efectos colaterales negativos basados en una
importante pérdida de produccién. Es necesario por tanto proseguir cribando material para
identificar nuevas fuentes de mayoracumulaciéon en compuestos funcionales,ala vez que es
necesario identificar las condiciones que influyen en una mayoracumulaciénde compuestos
funcionales. Esto es especialmente necesario en el caso de los polifenoles, sobre los que se
dispone de menor informacién. Pero la consecucidn de estos objetivos se ve limitada porla
necesidad de contar con técnicas analiticas que permitan cribar grandes cantidades de
material enel menortiempoy con el menorcoste posible.

En este contexto, lapresente tesis se hadirigido adesarrollar metodologias de cuantificacién
conjunta de polifenoles en tomate y su aplicacién al estudio de los efectos del genotipo, las
condiciones climatoldgicas y las técnicas de cultivo respetuosas con el ambiente sobre la
acumulacién de polifenoles.

Respecto a lacuantificaciéon de los polifenoles, en primer lugar se ha abordado la optimizacién
de las condiciones de extraccion, ya que estas suponen un paso limitante. En este sentido, se
propone un protocolo de extraccion asistida por ultrasonidos durante 177 minutos que utiliza
una mezclametanol/agua(48:52v/v), desaconsejandoseel uso de liofilizacion porlosefectos
negativos que puede teneren laextraccién de naringenina.

A continuacion, se han desarrollado dos métodos alternativos de cuantificacion de los
polifenoles, empleando el andlisis de superficies de respuestay funciones de deseabilidad. El
primero se basa en la cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC) de fase reversay es
aplicable avariostipos de frutasy hortalizas. Utiliza columnas de ntcleo fundidojunto con un
gradiente segmentado y permite separar en menos de 18 minutos hasta 17 flavonoides y
acidosfendlicos con unabuena capacidad de resolucion. Lareproducibilidad, en términos de
area de pico (RSD < 2.9%) y de tiempo de retencion (RSD < 0.2%), los limites de deteccion
(entre 3y 44 pg kg pesofresco), asicomo las recuperaciones de los polifenoles observados en
muestras de tomate (76-108%) mejoran los descritos paramétodos anteriores. Porotro lado,
se ha desarrollado un método basado en cromatografia micelar electrocinética (MEKC)
especifico paratomate, que consigue unaseparacion eficazde los principales polifenoles en
estas muestras (acidos caféico, p-cumarico, trans-ferilico y clorogénico, y los flavonoides
kaempferol, quercetina, myricetina, naringeninay rutina) en 20 minutos. Se utilizauntampon
de carrera con 11.3mM de borax y 11.2mM de SDS ajustado a pH 8.5, siendo las condiciones
de separaciéon 15°Cy 25kV. Las repetibilidades (entre 0.1y 4.4% para el area de picoy entre
0.2 y 4.0% para los tiempos de retencidn), limites de deteccion (entre 0.8y 3.8 mg kg peso



fresco) y recuperaciones obtenidas en muestras de tomate (entre 77 y 106%) son similares a
las obtenidas por otros autores trabajando en condiciones similares o con técnicas mas
sensibles. Siendo una de las principales ventajas de este método su simplicidad y el escaso
consumo de reactivos.

Una vez se disponiade la metodologiaadecuada, éstase haaplicado al estudiodel efecto del
genotipo, empleando cultivares convencionalesy alto licopeno, las condiciones ambientales de
cultivo, estudiando el comportamiento en Navarra y Extremadura durante dos afios y de
estrategias de cultivo respetuosas con el ambiente, cultivo ecoldgico y riego deficitario
controlado, sobre la acumulacidon de polifenoles y otros compuestos funcionales. De los
resultados se desprende que el genotipo es el factor mas determinante enlaconsecucién de
los mayores niveles de polifenoles. Respecto a la estrategia de cultivo, es dificil dar una
respuesta inequivoca sobre las bondades de las estrategias de cultivo respetuosas con el
medioambiente sobre la acumulacién de polifenoles. No parece que el cultivo ecoldgico
realmente suponga una mejora en los niveles de acumulacién de polifenoles. Es cierto que
este sistemade cultivo aumentd significativamente el contenido de acido cafeico, pero tuvo
efectos negativos sobre el contenido de dcido ferulicoy naringenina. No obstante, existe una
importante interaccion genotipo x ambiente que condiciona los resultados. También hay que
tener en cuenta que, aunque el cultivo ecoldgico no tenga un efecto importante sobre la
acumulacion de polifenoles y de compuestos bioactivos en general, lo cierto es que puede
contribuira obtenerun producto de alta calidad global, porlo que para aquellos consumidores
y productores que valoren lacalidad medioambiental y laausenciade trazas de fitosanitarios
puede serunaopcion, siempre que se combine conlos genotipos mas adecuados y las zonas
de produccidon mas favorables. Por otro lado, parece claro que la seleccién de la zona de
cultivotambién puedeserimportante, ya que las condiciones mas suaves como las de Navarra
parecen maximizar el potencial de los genotipos. El riego deficitario controlado, es decir,
aplicado a partirde lafase de cuajado, tambiéntuvo un efecto limitado sobre laacumulacidn
de polifenolesy otros compuestos funcionales. Concretamente, aumentdla acumulacidn de
los acidos hidroxicinamicos clorogénicoy ferulico, el flavonolrutinay el acido L-ascorbico, pero
no afectd a laacumulacién del resto de polifenoles ni de carotenoides. Al igual que pasacon la
modalidad de cultivo, el uso de riego deficitario controlado también se observd una
importante interaccion genotipo x ambiente, altamente influenciado por el afio y la zona de
cultivo. No obstante, en zonas como Navarra, con condiciones algo mas benignas, un riego
deficitario controlado suave (100-75%ET.) podria aumentar todavia mas los niveles de
polifenoles, conllevando unimportante ahorro de unrecurso tan valioso como escaso: el agua.



ABSTRACT

In Europe, in general, and in Spain, in particular, the future of agriculture tends to a growing
specialization towards quality products, satisfying consumers’ demands. This trend is
otherwise inevitable, since itisimpossible to compete with other growing areas with lower
labour costs and environmental restrictions. In this context, there are already some of the
markets in which consumers are willing to pay a price premium for a production that is
respectful with the environment and free of phytosanitary traces orwitha higher functional
value, that is, accumulating bioactive compounds that help to prevent the development of
diseases. In tomato, high lycopene varieties are available, which increase the content of
carotenoids and in some cases of vitamin C and polyphenols, but with negative side effects
based in a loss of production. It is therefore necessary to continue screening material to
identify new sources of variation with higher accumulation of functional compounds, while itis
necessary toidentify the conditions thatinfluence agreateraccumulation of these functional
compounds. This is especially necessary in the case of polyphenols, as, in this case, less
information is available. However, the achievement of these objectives depends on the
necessity to have analytical techniques that allow to screen large quantities of material in the
shortest time and at the lowest cost possible.

In this context, the present thesis has been directed to develop methodologies of joint
guantification of polyphenolsin tomato and its application to the study of genotype effects,
weather conditions and environmentally-friendly cultivation techniques onthe accumulation
of polyphenols.

Regarding the quantification of polyphenols, the optimization of extraction conditions has
beenfirstly addressed, since these suppose alimiting step. In this sense, an ultrasound assisted
extraction for 177 minutes using a methanol/water mixture (48:52 v/v), dissuadingthe use of
lyophilization because of the negative effects it can have on naringenin extraction.

Next, two alternative methods of quantifying polyphenols have been developed, using
response surface analysis and desirability functions. The first one is based on reverse phase
high performance liquid chromatography (HPLC) and is applicableto several types of fruits and
vegetables. It uses fused core columns with asegmented gradientand allowsthe separation,
in less than 18 minutes, of up to 17 flavonoids and phenolic acids with a good resolution
capacity. The reproducibility, in terms of peak area (RSD <2.9%) and retention time (RSD
<0.2%), the limits of detection (between 3 and 44 pg kg' fresh weight), as well as the
recoveries of the polyphenols observed in tomato samples (76-108%) improve those described
for previous methods. On the other hand, a method based on electrokinetic micellar
chromatography (MEKC) specificfortomato has been developed, which achieves an effective
separation of the main polyphenols in these samples (caffeic, p-coumaric, trans-ferulic and
chlorogenicacids, and the flavonoids kaempferol, quercetin, myricetin, naringeninand rutin)
in 20 minutes. A running buffer made of 11.3mM borax and 11.2mM SDS adjusted to pH 8.5
was used, with the separation conditions 15°C and 25kV. Repeatabilities (between 0.1 and
4.4% for the peak area, and between 0.2 and 4.0% for retention times), detection limits
(between 0.8and 3.8 mg kg fresh weight) and recoveriesintomato samples (among 77% and
106%) are similar to the previous works. One of the main advantages of this method its
simplicity and low consumption of reagents.



Once the appropriate methodology was available, ithas been applied to the study of the effect
of the genotype, using conventional and high lycopene cultivars, the environmental conditions
of cultivation, studying the performance in Navarra and Extremadura for two years, and
cultivation strategies respectful with the environment, organicfarmingand controlled deficit
irrigation, on the accumulation of polyphenols and other functional compounds. From the
results, it is clear that the genotype is the most determining factor in achieving the highest
levels of polyphenols. Regarding the cultivation strategy, itis difficult to give anunambiguous
answer about the benefits of environmentally-friendly farming strategies on the accumulation
of polyphenols. It does not seem that organicfarmingreally resultsinanimprovement in the
levels of polyphenols accumulation. It is true that this culture system significantly increased
the content of caffeic acid, but had negative effects on the content of ferulic acid and
naringenin. However, there is an important genotype x environment interaction that
conditions the results. It should also be considered that, although organic farming does not
have an important effect on the accumulation of polyphenols and bioactive compounds in
general, it is certain that it can contribute to obtaining a product of high global quality. For
those consumers and producers that value the environmental quality and the absence of
phytosanitary traces this can be an option, as long as it is combined with the most suitable
genotypes and the most favourable production areas. On the other hand, it seems clear that
the selection of the cultivation areacan also be important, since milder conditions, like those
of Navarra, seem to maximize the potential of the genotypes. Controlled deficit irrigation,
applied afterfruitset phase, also had a limited effect on the accumulation of polyphenols and
other functional compounds. Specifically, the accumulation of the hydroxycinnamic acids
chlorogenicandferulic, the flavonol rutin and L-ascorbicacid increased, but did not affect the
accumulation of other polyphenols or carotenoids. Asin the case of organicfarming, the use of
controlled deficit irrigation also showed an important genotype x environment interaction,
highly influenced by the year and the cultivation area. In areas such as Navarra, with
somewhat more benign conditions, a soft controlled deficit irrigation (100-75% ET,.) could
increase polyphenollevels even more, leading to animportant saving of a resource as valuable
as scarce: water.



RESUM

A Europa, en general, i a Espanya, en particular, el futur de I’agricultura tendeix cap a una
especialitzacié creixent cap a productes de qualitat, satisfentles demandes dels consumidors.
Una tendénciaperunaltra bandainevitable, jaque seriaimpossible competiramb altres zones
de cultiu amb menors costos laborals i exigencies mediambientals. En aquest context, ja
existeixen ninxols de mercatenels que els consumidors han demostrat estar disposats apagar
un diferencial de preu peruna produccid respectuosaamb el medi ambientisense residus o
perun major valorfuncional, ésadirper laacumulacié de compostos bioactius que ajuden en
la prevencio de malalties. Entomataja esdisposen de varietats altlicope, que augmenten el
contingut en carotenoids i en alguns casos de vitamina C i polifenols, perdo amb efectes
colaterals negatius basats en la important pérdua de produccié. Es necessari per tant
prosseguirgarbellant material peraidentificar noves fonts de majoracumulacié de compostos
funcionals. Aco és especialment necessari en el cas dels polifenols, sobreels que esdisposade
menysinformacié. Pero laconsecucié d’aquest objectius esveulimitadaperla necessitat de
comptar amb tecniques analitiques que permeten garbellar grans quantitats de materialen el
menortempsiamb el menor cost possible.

En aquest context, la present tesi s’ha dirigit a desenvolupar metodologies de quantificacié
conjunta de polifenols en tomata i la seua aplicacié al estudi dels efectes del genotip, les
condicions climatologiquesilestecniques de cultiurespectuoses amb el mediambient sobre
I’acumulacié de polifenols.

Respecte a la quantificacid dels polifenols, en primer lloc s’ha abordat I’optimitzacié de les
condicions d’extraccid, jaque aquestes suposen un pas limitant. En aquest sentit, es proposa
un protocol d’extraccid assistida per ultrasons durant 177 minuts que utilitza una mescla
metanol/aigua(48:52 v/v), desaconsellant-sel’Us de laliofilitzacié pels efectes negatius que
pot tenirenl’extraccié de naringenina.

A continuacid, s’han desenvolupat dos metodes alternatius de quantificacié del polifenols,
emprant!’analisi de superficies de respostaifuncions de desitjabilitat. El primeresbase en la
cromatografialiquidad’altaresolucio (HPLC) de fase reversai es aplicable adiversos tipus de
fruites i hortalisses. Utilitza columnes de nucli fos junt amb un gradient segmentat i permet
separar en menys de 18 minuts fins 17 flavonoids i acids fenolics amb una bona capacitat de
resolucid. Lareproduibilitat, en termesd’areade pic(RSD< 2.9%) i de temps de retencié (RSD
< 0.2%), els limits de deteccid (entre 3i 44 ug kg pes fresc), aixi com les recuperacions dels
polifenols observats en mostres de tomata (76-108%) milloren els descrits per a meétodes
anteriors. Perunaltra banda, s’"hadesenvolupat un métode basat en cromatografia micel-lar
electrocinética (MEKC) especific per a tomata, que aconsegueix una separacio eficac dels
principals polifenols en aquestes mostres (acids cafeic, p-coumaric, trans-ferdlici clorogénic, i
els flavonoids kaempferol, quercetina, myricetina, naringeninai rutina) en 20 minuts. S’ utilitza
un tampd de carreta amb 11.3mM de borax i 11.2mM de SDS ajustat a pH 8.5, sent les
condicions de separacié 15°C i 25kV. Les reproduibilitats (entre 0.1i4.4 % pera |'areade pic i
entre 0.2 14.0% perals temps de retencid), limits de deteccid (entre 0.8i 3.8 mg kg pesfresc)
i recuperacions obtingudes en mostres de tomata (entre 77 i 106%) son similars a les
obtingudes peraltres autors treballant en condicions similars oamb tecniques méssensibles.



Sent una dels principals avantatges d’aquest meétode la seua simplicitati I’escas consum de
reactius.

Una voltaes disposavade lametodologiaadequada, aquestas’haaplicatal’estudide l’efecte
del genotip, emprant cultivars convencionalsialtlicope, les condicions ambientals de cultiu,
estudiantel comportamenten Navarrai Extremaduradurantdos anys i d’estratégies de cultiu
respectuoses amb el medi ambient, cultiu ecologici reg deficitari controlat, sobre I’acumulacié
de polifenols i altres compostos funcionals. Dels resultats es despren que el genotip és el
factor més determinat en la consecucié dels majors nivells de polifenols. Respecte a
I’estrategia de cultiu, és dificil donar una resposta inequivoca sobre les bondats de les
estrategies de cultiurespectuoses amb el medi ambient sobre I’'acumulacié de polifenols. No
pareix que el cultiu ecologic realment supose una millora en els nivells d’acumulacié de
polifenols. Es cert que aquest sistema de cultiu va augmentar significativament el contingut
d’acid caféic, pero va tindre efectes negatius sobre el contingut d’acid ferulici naringenina. No
obstant aix0, existeix unaimportantinteraccio genotip xambient que condicionaels resultats.
També hi ha que tenir en compte que, encara que el cultiu ecologic no tinga un efecte
importantsobre I’'acumulacio de polifenolsi de compostos bioactiusen general, el que és ben
cert és que pot contribuir a obtenir un producte d’alta qualitat global, pel que per aquells
consumidors i productors que valoren la qualitat mediambiental i I’abséncia de traces de
fitosanitaris pot ser una opcié, sempre que es combine amb els genotips més adequatsi les
zones de produccié més favorables. Perunaltrabanda, pareix clar que la seleccié de lazonade
cultiutambé potser important, jaque les condicions més suaus com les de Navarra pareixen
maximitzar el potencialdels genotips. El reg deficitari controlat, és adir, aplicat a partir de la
fase de quallat, també va obtindré un efecte limitat sobre I’acumulacié de polifenols i altres
compostos funcionals. Concretament, va augmentar I’acumulacié dels acids hidroxicinamics
clorogeniciferdlic, el flavonol rutinail’acid L-ascorbic, perdo nova afectara I’acumulacié de la
resta de polifenols ni de carotenoids. Igual que passa amb la modalitat de cultiu, I’ds de reg
deficitari controlattambé es vaobservarunaimportantinteraccidé genotip x ambient, altament
influenciat perl’anyilazona de cultiu. No obstant aixo, en zones com Navarra, amb condicions
un poc més benignes, un reg deficitari controlat suau (100-75%ET,) podria augmentar encara
més els nivells de polifenols, el que comportaunimportant estalvid’unrecurstanvalués com
escas: ’aigua.
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I.  INTRODUCCION GENERAL




Introduccion general




/ Introduccion general

1. El mercado de calidad en horticultura: caso concreto del tomate

Los consumidores, especialmente en paises desarrollados estan cadavez mas preocupados por
la calidad y seguridad de los alimentos y por la forma en que han sido producidos (Dias y
Ryder, 2011). Los reguladores no obvian estas tendencias, y en este sentido, lareforma de la
Politica Agraria Comun (PAC) se ha orientado a modernizar del sector agricola para hacerlo
mas competitivo, con métodos de produccién respetuosos con el medio ambiente,
contribuyendo al manteniendo la diversidad en las “formas” de la agricultura y conservando
productos que satisfagan el requerimiento de calidad de los consumidores (Lacroix, 2004).

La mejoragenéticavegetal noescapaa estatendencia. Laelevadacompetitividadenelsector
ha propiciado que, si bien la productividad siga manteniéndose como objetivo prioritario,
aparezcan lineas de trabajo orientadas a satisfacerlademandade calidad del consumidor.

En este sector, el concepto de calidad no es facil de definiryaque porun lado hace referencia
a muchos pardmetros externos e internosy porotro la valoracién de los mismos depende de la
subjetividad del individuo que los evalla. Porejemplo, en el caso del tomate, se podria hablar
de una calidad organoléptica externa definida por el tamafio, uniformidad, coloracién y
ausenciade defectos estéticos. Asi, lamayoriade consumidores veriancomobueno un fruto
de tamafio medio redondo de coloracidn roja e intensa y sin cicatrices. Sin embargo, un
consumidor de productos locales/tradicionales podria preferir frutos de mayor tamafio,
tipicamente tradicionales, con hombros verdes, gradacién de colorrojo-anaranjaday valoraria
positivamente la falta de uniformidad considerando el atractivo de la diversidad. Incluso, la
presencia de defectos estéticos que ni siquiera son apreciados por los consumidores
ecoldgicos (Thompson y Kidwell, 1998), podria utilizarse por parte de un consumidor de
productos tradicionales como una marca de identificacién, ya que no suelen estar presentes
enlas variedades modernas (Cortés-Olmos et al., 2015).

La calidad organoléptica interna tampoco escapa de estas caracteristicas de complejidad y
subjetividad. De nuevo queda defina por multiples pardmetros que afectan a la textura
(carnosidad, harinosidad, jugosidad...), el gusto (dulzor, acidez, intensidad de sabor, sabor
umami...) y el aroma (floral, afrutado, verde, intenso...), que también se perciben positiva o
negativamente, oalos que se da mayoro menorpesoen lavaloracidnglobal,en funcién del
consumidorque los considera (Causse etal., 2010; Pagliarini etal., 2011; Oltman etal., 2014).

En el contexto de la mejora genética vegetal, y siguiendo con el caso del tomate, la calidad
como objetivoenlaproduccidon, comercializaciony en el desarrollo de nuevas variedades ha
chocado tradicionalmente con otros objetivos considerados prioritarios. Asi, durante las
décadas de 1970y 1980, los aspectos visuales eran los que condicionaban las decisiones de
compra de los consumidores ya que se tomaban como indicativos de la calidad esperada del
producto (Eastwood et al., 1986). Este hecho contribuyd a que atributos externos como el
color, la forma o la uniformidad de los frutos, junto con una elevada productividad, se
convirtieran enlos principales criterios de seleccion aplicados alos programas de mejorade la
época. Ademas, la facilidad para cuantificar y por tanto seleccionar estos aspectos externos
propicié suinclusion enlos programas de mejora. Lamentablemente, los esfuerzosdedicados
al incremento de la calidad externa acarrearon consigo indirectamente que otros atributos
importantes como el sabor o el aroma, asociados con la calidad organoléptica interna, se
dejasendeladoyfuesen perdiendo peso enlas nuevasvariedades desarrolladas. Por ejemplo,
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la demanda por parte de los comercializadores de frutos de un color rojo uniforme, que
resultasen atractivos a la vista para el consumidor, se consiguié mediante el uso del gen
uniformripening, u. Este gen esresponsable de ladesaparicion de loshombrosverdes en los
frutos de tomate (Fig. 1), dando como resultado unos frutos de color rojo uniforme en su
estado maduro (Kinzer et al., 1990). Sin embargo, la desaparicion de los hombros verdes,
donde se concentran una gran cantidad de cloroplastos, conllevé una reduccién de la
capacidad fotosintéticay de la acumulacién de azlcares, resultandoenunapérdida de sabor
(Powelletal., 2012).

rp Ny =

Fig. 1. Coloracion verde en los hombros caracteristica de
algunas variedades tradicionales. Cortesia de J.V. Valcdrcel.

En el mismo sentido, el peso de la opinién de los comercializadores en la priorizacion de
objetivos de mejora impuso la rdpida extension de genes larga vida ripening inhibitor, rin, y
non-ripening, nor, que afectan ala biosintesis del etilenoy retrasan la maduracién alargandola
vida post-cosecha, la firmeza y la resistencia al manipulado (revisado por Paran y van der
Knaap, 2007), pero que interfieren en la sintesis de aromas y empeoran el sabor de los
materiales que los llevan (McGlasson et al., 1987; Chalukovay Manuehyan, 1991).

Por otro lado, otra de las causas de la pérdidade saboren las variedades modernas de tomate
podria deberse a la fijacion de alelos no deseados en genes involucrados en la ruta de
biosintesis de aromas, como consecuencia de no considerar el aroma como criterio de
seleccién en programas de mejora (Tiemanetal., 2017).

Por todo ello, en la década de 1990 se hicieron comunes las quejas por parte de los
consumidores acercade lafaltade sabordel tomate (Bruhnet al., 1991). Al mismotiempo, un
segmento de consumidores apostd por reconocer el mejor sabor de las variedades
tradicionales desarrollandose mercados de calidad, cuyos consumidores estaban dispuestos a
pagar un mayor precio por un producto con un mejor sabor (Cebolla-Cornejo et al., 2007). El
desarrollo de estos mercados, sin duda ha contribuidoaponerlacalidadenel punto de mira
de los mejoradores, ya que en un mercado tan competitivo como el europeo es necesario
destacar frente a la competencia y una forma clara de hacerlo es a través de la mejora de la
calidad organoléptica.

Pero desde inicios del siglo XXI, los consumidores yano solo se conforman con alimentos con
una buena calidad organoléptica, sino que ademas también han empezado a valorar los
beneficios de los compuestos bioactivos de los alimentos en la prevencidon de enfermedades y

4



/ Introduccion general

el mantenimiento de unabuenasalud en general. Se tratariade una nuevaperspectiva de la
calidad:lacalidad funcional, que vamas alla de la calidad nutricional al considerarno sélo los
nutrientes, sino cualquier compuesto que pueda ser beneficioso para la salud (Sun-
Waterhouse, 2011).

Tradicionalmente la calidad funcional y su éxito como estrategia de comercializacién se ha
asociado al sector lacteo, gracias al éxito conseguido por una gran variedad de productos
enriquecidos (Menrad, 2003). Sin embargo, existe un gran potencial en el sector de frutasy
hortalizas. Sin duda, el éxitoy reconocimiento por parte de los consumidores de los beneficios
de una dietasana comola dietamediterraneatradicional puedeayudaral éxito de la calidad
funcional entre los productos agricolas. Esta dieta se caracteriza por un alto consumo de
alimentos de origen vegetal, unaingestamoderadade carnesrojasy un elevadoconsumo de
aceite de oliva y conlleva una menor incidencia de cancer (Trichopolou et al., 2000),
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crénicas relacionadas con la dieta
(Willettetal., 1995).

El éxito de dietas como la mediterranea, ha favorecido que los compuestos funcionales
presentes en frutas y hortalizas (como por ejemplo el licopeno) se hayan incluso
comercializado en forma de suplementos alimenticios. No obstante, existen evidencias
cientificas de que su ingesta directa en el producto natural tiene mayores beneficios parala
salud que su ingesta en forma de suplementos alimenticios (Vattem et al., 2005). Asi, en el
caso concreto del tomate, se comprobd que su consumo como tal es mas efectivo que la
ingesta de suplementos de licopeno en la prevencién y desarrollo del cdncer de préstata en
ratas (Boileau etal., 2003).

Por tanto, mas alld de suplementos, una dieta rica en hortalizas seria la mejor forma de
aprovecharlos beneficios de compuestos funcionales (Liu, 2013), ya que los efectos sinérgicos
de estos compuestos funcionales con otros presentes en frutas y hortalizas podrian
incrementar los beneficios para la salud (Wang et al., 2003; Liu, 2004). Sirva como ejemplo el
caso de los carotenoides y los lipidos. Dado que la mayoria de las frutas y verduras ricas en
carotenoides son bajas enlipidos, se aconsejapromover suingestaconjuntacon lipidos para
promover su absorcion. Por ejemplo, se ha demostrado que la adicién de aguacate a las
ensaladas mejoralaabsorcion de los carotenoides deltomate (Unlu etal., 2005); o en el caso
del tomate cocinado, el uso de aceite de oliva durante la coccion es capaz de potenciar la
absorcionde licopeno (Fielding etal., 2005).

Mas alla de promover dietas saludables como la Mediterranea, el gran auge de la calidad
funcional como estrategia de comercializacién en el sectoragroalimentario (Bigliardiy Galati,
2013) establece el marco idéneo para potenciar el valor funcional de frutas y hortalizas. Se
trataria, por tanto, de ofrecer al consumidor productos que maximicen el contenido en
compuestosfuncionales, bien através de su potencial genético mediante lamejora genética
vegetal, bien proveyendo las condiciones agrondmicas que maximicen suacumulacién. Dentro
de esta estrategia, el tomate cobra gran importancia, ya que, sin ser especialmente rico en
compuestos nutricionales o funcionales, su elevado consumo lo sitlla como una importante
fuente de este tipo de compuestos y su gran valoreconémico favorece que lasinversiones de
desarrollorequeridas puedan recuperarse mediante una comercializacion adecuada.
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2. Importancia econémica del tomate

El tomate (Solanum lycopersicumL.) es unade las especies horticolas masimportantesa nivel
mundial. En el afo 2014 se obtuvo una produccién de mas de 170 millones de toneladas,
representando el 15% de la produccién mundial de hortalizas, sélo por detrads de la patata
(FAO, 2017).

El principal productor mundial de tomate es China, con una produccién que superé los 52
millones de toneladas en el afio 2014. Espafia ocupa una destacada octava posicion en el
ranking mundial de productores, con cercade 5 millones de toneladas, traslaya mencionada
China, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran e Italia(Tabla1).

La Unién Europeaesresponsable de un 10% de la produccion mundial de tomate segun datos
de 2014, concentrandose principalmenteenlos paisesdel sur:ltalia, Espafia, Portugal y Grecia
(Fig. 2), entre los que suman el 77% de dicha produccién. Cabe destacar el importante papel de
los dos principales productores europeos, Italiay Espafa, que concentran un 62% del total de
la produccion de tomate de la UE (FAO, 2017).

Tabla 1. Principales productores mundiales de tomate (datos 2014; FAO 2017).

Ranking Area Produccion (t)
1 Chinacontinental 52.586.860
2 India 18.735.910
3 Estados Unidos de América 14.516.060
4 Turquia 11.850.000
5 Egipto 8.288.043
6 Republicalslamicadel Irdn 5.973.275
7 Italia 5.624.245
8 Espafia 4.888.880
9 Brasil 4.302.777
10 México 3.536.305
11 Federacién de Rusia 2.819.193
12 Uzbekistan 2.285.801
13 Ucrania 2.147.880
14 Nigeria 2.143.500
15 Portugal 1.399.535
16 Tldnez 1.250.000
17 Marruecos 1.230.953
18 Argelia 1.065.609
19 Grecia 1.032.220
20 Indonesia 916.001
21 Chile 909.025
22 Paises Bajos 900.000
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Fig. 2. Produccién de tomate (%) enla Unidn Europea (datos 2014; FAO, 2017).
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También dentro del sector horticola espafiol el tomate es de gran importancia, ya que es la
principal hortaliza producida en Espafia (excluyendo la patata), con un 34.5% sobre el total de

la produccién, seguida de lejos por cebollas (9.6%), pimientos verdes (8.0%), lechuga y
achicoria (6.4%), sandias (6.1%) y otras en menores porcentajes segun datos de 2014 (Fig. 3).
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Fig. 3. Distribucion de la produccion de hortalizas en Espafia en 2014, porcentaje sobre el total;
FAO, 2017.

La produccidon espafiola de tomate se concentra principalmente en las comunidades
auténomas de Andalucia y Extremadura, aunque seguidas de cerca por la Regidn de Murciay
Navarra, segun datos de 2015 (MAPAMA, 2017). Cabe destacar el papel predominante de las
provincias de Badajoz, con 1.727.297 toneladas y Almeria, con 984.757 toneladas en 2015
como las principales zonas de produccidn.



/ Introduccion general

Segln datos del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente
(MAPAMA), un 60% de laproduccidn espafiola de tomate se destinaal consumo en fresco, y el
resto para su procesado en industria (MAPAMA, 2017). En el caso del tomate de industria,
Extremadura representa el 72% de la produccién espaiiola, seguida a distancia de Andalucia,
con el 17%, y el valle del Ebro, con el 7%. En Extremadura se elabora principalmente tomate
concentrado y en menor medida tomate en polvo, tomate frito, salsas de tomate, kétchup,
tomate trituradoy cubeteado, mientras que en Navarra tradicionalmente se haconcentrado el
procesado como tomate pelado entero, que enlaactualidad vasiendo sustituido por tomate
troceado o cubeteado (Lahoz, 2015).

Ademasde serla hortaliza mas producidaen Espafia, el tomate es también un cultivo de vital
importancia para la economia espafiola. Tanto es asi, que el tomate es el primer cultivo
horticola en cuanto a valor bruto de la produccidn con 2.856 millones de euros en 2014 (FAO,
2017), muy porencimadel siguientecultivo, el pimiento con unvalorde 897 millones de euros
(Fig. 4).
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Fig. 4. Valor bruto (millones de euros) de la produccion de hortalizas en Espafia en 2014; FAO,
2017.

Las exportaciones de tomate son un importante motor para el sector horticola espafiol,
alcanzando las 907.614 toneladasen el aiio 2016, seguin los datos de la Federacién Espaiola de
Asociaciones de Productores Exportadores de Frutas, Hortalizas, Floresy Plantas vivas (FEPEX,
2017). De esta forma, el tomate seria la principal hortaliza exportada por Espafia con un 17%
del total, seguida por el pimiento, 14%, la lechuga, 13%, y el pepino, 12% (FEPEX, 2017). Las
exportaciones espafiolas de tomate son mayoritariamente como tomate en fresco, 73%,
seguido por la pasta de tomate, 16%, tomate pelado, 11% y zumo de tomate, 0.5% (FAO,
2017). El destino de lamayor parte del tomate espafiol son paises de laUnién Europea, entre
los que destacan Alemania, Francia, Reino Unido y los Paises Bajos (Fig. 5), con un valor total
de las exportaciones que superd los 959 millones de euros en el afio 2016 (FEPEX, 2017).
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Fig. 5. Distribucion del volumen de las exportaciones espariolas de tomate en 2016; FEPEX, 2017.

3. Consumo de tomate y potencial como fuente de compuestos funcionales

El consumo de tomate, ya sea en fresco o en cualquiera de sus productos derivados, esta
ampliamente extendido en todo el mundo; siendo los paises de Américadel Norte, con 35.8 kg
persona? afio?, los paises del Sur de Europa con 34.8 kg persona afio? y Oceania con 26.7 kg
persona? afio! donde se concentran las mayores ingestas de tomate segun datos de 2013
(FAO, 2017). El gran consumo de esta hortaliza, laconvierte enunade las principales fuentes
de compuestos bioactivos, pese a no destacar especialmente por su riqueza en este tipo de
compuestos. Entre ellos, el valor funcional del tomate habitualmente se asocia a los
contenidos en carotenoides, vitaminas, entre las que destaca el dcido L-ascdrbico, y polifenoles
(Marti etal., 2016).

De hecho, debido asusaltos niveles de consumo, al tomate se le consideralaprincipal fuente
de licopeno en la dieta, ya que sélo la ingesta de tomate fresco y la salsa de tomate
representan el 95% de la ingesta diaria de este carotenoide. Ademas, el tomate es considerado
como la segunda fuente de B-caroteno tras las zanahorias, la segunda fuente de vitamina C
tras las naranjasy lasextafuente de polifenoles, tras las naranjas, manzanas, patatas, platanos
y pomelos (Garcia-Closas et al., 2004; Chun et al., 2005).

El peso del tomate como fuente de compuestos bioactivos ha favorecido el desarrollo de
programas de mejora genética encaminados a aumentar el potencial de acumulacién de los
mismos. Estos intentos se hanido desarrollando desde ladécadade 1970. Uno de los primeros
cultivares desarrollados especificamente con este objetivo fue el cultivar ‘Double-rich’,
empleando la especie silvestre Solanum peruvianum L. como fuente de variabilidad. Este
cultivarse caracterizaba por sus altas concentraciones envitamina C, que oscilaban entre los
318 mg kg (Watada etal., 1976) y 500 mg kg (Stevensy Rick, 1986) segln el ensayo, niveles
gue duplicaban los contenidos habituales en vitamina C en tomate. Sin embargo, varios
problemas limitaron el éxito de lacomercializacién de cultivares con alto nivel en vitamina C.
En el caso 'Double-rich’ pesd bastante el bajo peso de fruto que afectaba a la produccidn
(Stevensy Rick, 1986). Por otro lado, el contenido en vitamina Ces muy inestable, debido a su
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fuerte dependenciade las condiciones ambientales (Hamneretal., 1945; Hanson etal., 2004),
al notable efectode lainteraccién genotipo x ambiente (Leiva-Brondoetal.,2012) y a su uso
como factor de defensa frente a situaciones de estrés por parte de la planta (Davey et al.,
2000; loannidi et al., 2009). Por ello, es dificil asegurar un nivel alto en el producto
comercializado independientemente de las condiciones de cultivo. Por esta razén, y porla
naturaleza termolabil de la vitamina C que dificulta su aprovechamiento industrial los
esfuerzos actuales de mejora se centran sobre los otros dos grandes grupos de compuestos
funcionales de tomate: los carotenoidesy los polifenoles.

De hecho, los cultivares con elevados contenidos en carotenoides han obtenido mayores
éxitos. Sibiensudesarrollo fuetambiéntemprano,lociertoesque losprimeros intentos se
enfocaban mdsa aumentarla coloracién rojiza del fruto que a aumentarel valorfuncional. Por
ello, loslogros en este ambito se extendieron rdpidamente dentro deltomate de industria en
el que la coloracién es unfactor a tener muy en cuenta.

Mas recientemente se han redirigido los esfuerzos aaumentarlos contenidos en polifenoles,
segun se han ido desarrollando estudios que ponen de relieve el papelde estos compuestos
sobre enfermedades como el cdncer. En este sentido, laimportanciareal de estosdos grupos
de compuestos funcionales enlaprevencion de diversos tipos de cancer se hacontrastado en
el trabajode revisién publicado en larevista Cancers (Martietal., 2016) que se incluye como
epigrafe 3 de esta tesis. En este trabajo también se incluye informacién amplia respecto a
niveles habituales en tomate de estos dos grupos de compuestos (carotenoidesy polifenoles),
rutas biosintéticas, mutantes naturalesy logros obtenidos hasta el momento mediante mejora
genética, por lo que no se repetiran todos esos datos en esta introduccién general. No
obstante, aefectos de describiradecuadamente el contexto de trabajoen el que se enmarcala
tesis, seincluye enlosapartados4y 5 de estaintroduccién unresumen de los mismos.

4. Los carotenoides: compuestos funcionales clave en el tomate
4.1. Acumulacion de carotenoides en tomate

En el tomate, la sintesis de carotenoides tiene lugar principalmente en las hojas, flores y
frutos, siendo diferentes los carotenoides presentes en cada uno de estos tejidos. En los frutos
maduros de tomate el licopeno es el principal carotenoide, siendo responsable de su
coloraciéon roja. Otros carotenoides destacados en frutos de tomate son el fitoeno y el
fitoflueno, ambos precursores incoloros de la biosintesis de licopoeno, y el B-caroteno,
sintetizado porciclacién de licopenoy que es el responsablede las coloraciones anaranjadas
de los frutos de tomate, aunque en estado rojo maduro la concentracion de estos
carotenoides es bastante menorque ladel licopeno. Por ultimo, ademas de estos carotenoides
mas destacados, también se puede encontrar otros menos importantes y en cantidades
menores tales como el y-caroteno, &-caroteno, luteina, neurosporeno, a-carotenoy otros.

La distribucién de los carotenoides en los frutos de tomate no es regular. En ese sentido, el
licopeno se acumula en mayores proporciones en el pericarpio comparado con los léculos,
mientras que en el caso del B-caroteno ocurre lo contrario, acumulandose en mayor medida
en los loculos comparado con el pericarpio (Davies et al., 1981). Ademas, durante los
diferentes estados del proceso de maduracidn la concentracion de licopeno va cambiando.

10
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Inicialmente, enlos frutos en estado verde, no hay licopeno. Este comienzaaaparecer en los
l6culos en el estado pintdn y a partir de ese momento su concentracién va aumentando
durante todo el proceso de maduracioén, llegando asu mdximaconcentracién en el estadorojo
maduro (Qinetal., 2011).

Ademas, el genotipo y el ambiente también condicionan la acumulacion de carotenoides
(Tiwari y Cummings 2013; Lahoz et al., 2016a). De hecho, ese esunode los principales motivos
por el que existe unaaltavariabilidad en las concentraciones de este tipo de compuestos.

4.2. Mejora genética del contenido en carotenoides

El colorfue uno de los primeros atributos aconsideraren los programas de mejorade tomate,
especialmentedentrode las lineas dedicadas atomate de industria. Dado que los carotenoides
son los responsables de la coloraciéon del fruto, de forma indirecta la mejora del color en
tomate conllevé una mejora del contenido en carotenoides. Por ese motivo, se ha avanzado
mucho mas en la mejora para incrementar el contenido en carotenoides que la de cualquier
otro compuesto bioactivo.

La utilizacién de germoplasma, proveniente de la diversidad natural presente en el género
Solanum seccion Lycopersicum, permitié la identificacion de variantes genéticas (mutantes
naturales) con un elevado potencial paraacumular carotenoides. Algunos de estos mutantes
se han utilizado paradesarrollar variedades de tomate con niveles alterados de carotenoides.
Entre ellos destacan mutantes delgen Beta, B, implicadoenlaregulaciénde labiosintesis de
B-carotenoa partirde licopeno (Ronen et al., 2000). Este gentiene tresalelos, B, old gold (og),
y old gold crimson (0g°). El alelo B afecta al promotor del gen de la enzima licopeno B-ciclasa
LCY-B y produce unamayor sintesis de B-caroteno al sobrexpresarlo, confiriendo al fruto una
tonalidad anaranjada (Ronen etal., 2000; Zhangy Stommel, 2000). Sin embargo, hay que tener
en cuenta que, en este tipo de mutantes, el aumento en la concentracion de B-caroteno se
produce a costa del licopeno, conlo que laconcentracidn global de carotenoides permanece
constante. El gen B tiene un modificador, el Beta-modifier (moB) que todaviainclina mas la
balanzaa favor del B-caroteno aexpensasdel licopeno (Ronen etal., 2000).

Utilizando el gen By su modificador moB se han desarrollado cultivares naranjas como el ‘Caro
Red’ (Tomes y Quackenbush, 1958), ‘Caro Rich’ (Tigchelaar y Tomes, 1974) y ‘Caro beta’
(Georgiev et al., 1981). Estos cultivares pueden llegar a contener casi 10 veces mas que el
contenido normal en los cultivares rojos. Desafortunadamente, esta coloracién anaranjada ha
hecho que esos cultivares de frutos con altos contenidos de B-caroteno no hayan tenido éxito
desde el punto de vistacomercial, ya que los consumidores prefieren tomates rojos.

Los otros dos alelos mutantes, og y 0g¢, se han utilizado en el desarrollo de cultivares rojos con
mayores contenidos de licopeno. Estas mutaciones representan delecionesenelgen que dan
lugar a enzimas LCY-B no funcionales, con lo que se bloquea la ruta de sintesis y por tanto la
acumulacién de B-caroteno (Ronen et al., 2000). Como consecuencia, se produce una mayor
acumulacién de licopeno, lo que produce que los frutos sean de un colorrojointenso. El uso
de mutantesogy og¢, ha permitido obtener cultivares con contenidos en licopeno que pueden
llegar a ser de hasta un 30% mayores que el contenido normal, pero con menores
acumulaciones de B-caroteno (Vogeletal., 2010). En este caso, los mutantesog® han sido los
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gue se han comercializado con mayor éxito debido a su intensa pigmentacién roja incluso
cuando los frutos no estdan completamente maduros.

A pesar del éxito de algunos mutantes que afectan a puntos concretos de la ruta ha sido
exitosa, lo cierto que estas alteraciones tienen un escaso efecto sobre el contenido total de
carotenoides, ya que el incremento en la concentracion de un carotenoide se obtiene a
expensas del otro. En ese sentido, seria de esperar que los mutantes que sean capaces de
afectara laregulacién global de laruta produzcan un mayor efecto sobre el contenido total de
carotenoides.

Otra posibilidad es actuarsobre la regulacion hormonal del proceso de maduracién del fruto
gue también desempefia un papel importante en el control de la ruta biosintética de los
carotenoides. Durante el proceso de maduracion, el etileno tiene un fuerte control sobre el
incremento de los niveles de mRNA de las enzimas productoras de licopeno, al mismo tiempo
qgue, losnivelesde mRNA de las enzimas que lo utilizan como sustrato paraciclarlo y obtener
otros carotenoides disminuyen hasta desaparecer completamente (Kleey Giovannoni, 2011).
Este hecho explica que las mutaciones que afectan a la sintesis o la percepcién de etileno,
como son las mutaciones de larga vida rin, nor, al¢ no solo retrasan el proceso normal de
maduracion, sino que también afectan al contenido en carotenoides (Cebolla-Cornejo et al.,
2013).

Por ultimo, también es posible actuar sobre los fitocromos de los frutos, ya que éstos son
capaces de regular la acumulacion de carotenoides (Alba et al., 2000). La respuesta de los
fitocromos ala luz permite la biosintesis de carotenoides, que no es posibleen la oscuridad.
Este hecho condiciona la biosintesis de carotenoides a periodos de biosintesis diurnos
(regulacién dependiente de laluz). En ese sentido, las mutaciones high pigment (hp) han sido
las que mas se han utilizado enlos cultivares de alto licopeno, también llamados high pigment,
ya que presentan alteraciones en laregulacion normal del fitocromolo que se traduce en un
contenido global de carotenoides aumentado. Estas mutaciones high pigment comprenden los
genes high pigment-1 (hp-1), high pigment-2 (hp-2) e Intense pigmentation (Ip). La mutacion
hp-1,y su alelo el hp-1*actian sobre la planta para que éstarespondacomosi percibiera luz
continuamente (Liu etal., 2004). La mutacién hp-2y sus alelos hp-2y hp-29 (Bino et al., 2005),
afectan a genes regulatorios de la fotomorfogénesis, y a la maquinaria de transduccién de
sefales luminicas (Mustili etal., 1999). El mutante Ip presenta unaamplificacion de la sefial del
fitocromo (Kendrick etal., 1997; Lavi et al., 2009).

Siguiendo esta estrategia se han obtenido algunos cultivares de tomate que portan tanto los
genes crimson como los high pigment (alelos hp-10 hp-2) con lo que se obtienen contenidos
de licopeno hasta 3 o 4 veces mayores que en los cultivares estandar (Stommel, 2007). Sin
embargo, se ha comprobado que existen algunos efectos colaterales perjudiciales asociados a
estos mutantes high pigment en lagerminacién de semillas, vigor de las plantasy produccidn.
Para remediarlo, se ha propuesto usar el gen Ip, permitiendo llegar a acumulaciones de
carotenoides similares a la de los genes hp, pero sin esos efectos colaterales indeseables.
Ademas, el Ip es dominante, lo que permite un desarrollo de cultivares comerciales mas
interesante comparado con los genes recesivos como los hp (Rick, 1974).

Otro punto de vistadiferente es el uso de biotecnologia avanzada que permitatransferir genes
foraneos (ingenieria genética) para producirunaalteracion beneficiosaen labiosintesisde los
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carotenoides. Losavances en el conocimiento de laruta metabdlicade estoscompuestos, de
sus precursores y mecanismos de regulacidon ha permitido el uso de esta informacion para
obtener lineas transgénicas experimentales con genes modificados que controlen algunos
pasos en labiosintesis. En ese sentido, algunos trabajos tratan de emularel rendimiento en la
biosintesis de carotenoides de algunos mutantes naturales, tratando de evitar los efectos
colaterales indeseables de estos mutantes naturales (Fray et al., 1995; Roémer et al, 2000;
Ronenetal., 2000; Rosati et al., 2000; Fraseret al., 2002; D’Ambrosio etal., 2004; Enfissi etal.,
2005; Apel y Bock, 2009; Ma et al., 2011; Guo et al., 2012). Otros trabajos tratan la
modificacion de algunos mecanismos regulatorios de la ruta biosintética. En ese sentido,
algunas lineas experimentales han tratado de emular el rendimiento de los mutantes hp-1 (Liu
et al., 2004) y hp-2 (Davuluri et al., 2005). En este ultimo caso, la estrategia usada implicé la
supresiéndel genreguladorde lafotomorfogénesis TDET1s6lo enfrutos, con el findereducir
los efectos colaterales negativos de los hp en el desarrollo vegetativo.

Hay que destacar que ambas estrategias pueden ser complementarias, de hecho, laingenieria
genética puede serusada paraevitaralgunos efectos colaterales negativosde algunos genes
cambiando su promotor (revisado por Cebolla-Cornejo et al. 2013). No obstante, el nivel de
escepticismo publico en algunas regiones como Europa, dificulta la comercializacién de
variedades transgénicas (Goldman, 2011) y los enfoques comerciales se centran en programas
de mejoraconvencionales.

5. Los polifenoles: compuestos funcionales de “ultima generacion”
5.1. Acumulacién de polifenoles en tomate

Los polifenoles son metabolitos secundarios de la ruta del acido shikimico y en tomate se
encuentran en menores concentraciones que los carotenoides. Estos compuestos son potentes
antioxidantesy se puedendividiren diferentes familias enfuncién de su estructuraprincipal.
Entre los principales compuestos fendlicos del tomate podemos encontrar acidos
hidroxicindmicos, flavanonas, flavonoles y antocianinas. Ademas, es muy comun encontrar los
polifenoles formando parte de glicésidos formados por un polifenol, que actia como
esqueleto central, al que se le unen una o varias moléculas de azucar a través de enlaces O-
glicosidicos o C-glicosidicos. En los frutos de tomate los glicdsidos masimportantes son los de
los flavonoles quercetina y kaempferol que generan rutina y el kaempferol-3-rutinosido
respectivamente.

El principal compuesto fendlico que se encuentra en tomate es la naringenin chalcona, con
concentraciones que pueden llegar a los 18.2 mg 100g? (pf) (Slimestad et al., 2008). Su
acumulacién en la epidermis de tomate da a la piel el tipico color amarillo (Ballester et al.,
2010). La quercetinaesel principal compuesto de lafamiliade los flavonolesy es, ademas, uno
de los flavonoides masimportantes del tomate. Sus contenidos varian desde 0.7 hasta 4.4 mg
100g? (pf) en funcién de la variedad (Martinez-Valverde et al., 2002). Es comun en tomate
encontrar la quercetina en forma de glicésido formando rutina, con contenidos que pueden
llegaralos4.5 mg 100g? (pf) (Slimestad etal., 2008), lo que se traduce enque larutina sea el
segundo polifenolmas presente en tomate tras la naringenin chalcona. El 4cido clorogénico es
el principal polifenol de la familia de los acidos hidroxicindmicos y su concentracidn oscila
entra 1.4y 3.3 mg 100g* (pf) (Martinez-Valverde et al., 2002). La flavanona naringenina esta
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presente en menores concentraciones (hasta 1,3 mg 100g?! pf) (Martinez-Valverde et al.,
2002). A todos estos, hay que afiadir otros flavonoles como el kaempferol y myricetina que se
encuentran en pequefias cantidades en tomate cultivado (Martinez-Valverde et al., 2002; Shen
etal., 2007).

La acumulacién de flavonoides en tomate es dependiente del tejidoy se desarrolla en etapas
especificas. Porejemplo, la naringenin chalcona se acumula casi exclusivamenteen la piel de
formasimultdnea conlaacumulaciéon de carotenoidesy degradacién de clorofilas, alcanzando
los mayores niveles en pieles sobre-maduras (Muiretal., 2001). De hecho, la ruta biosintética
de los flavonoides no esta activa en la pulpa debido a la falta de expresidn de los genes que
codifican las enzimas correspondientes (Colliver etal., 2002). En este sentido, laacumulacion
de flavonoles, principalmenteglicosidos de quercetinay kaempferol, esta restringida casi ensu
totalidad a la piel del fruto (Stewart et al., 2000), aungue algunos estudios muestran ciertos
niveles de acumulacidon enlapulpa, perounasseisvecesinferioresalos de lapiel (Ballester et
al., 2010).

Generalmente, en tomate la produccion de antocianinas esta restringida a los tejidos
vegetativos, como el hipocotilo. Sin embargo, en algunas condiciones como altas radiaciones y
bajas temperaturas, se pueden acumular en el tallo y las hojas. Las principales antocianinas
gue encontramos en el tomate derivan de la delfinidina, malvidina y petunidina (Mes et al.,
2008; Sapiret al., 2008).

5.2. Mejora genética del contenido en polifenoles

Pese a que el estudio de laacumulacion de polifenoles en los frutos de tomate ha ganado en
importancia durante la ultima década, los logros de mejora alcanzados siguen yendo por
detras de los obtenidos para los carotenoides. En la actualidad, existe bastante informacion
sobre la ruta biosintéticade los polifenoles entomate y se hanidentificado varios factores de
transcripcién relacionados conlaregulacion de su biosintesis (revisado por Marti etal., 2016).
Sin embargo, todavia se requiere trabajo para recabar mas informacién sobre cdmo se
acumulan estos compuestos en el frutoy cémo se puede actuar para modificar su contenido.

Comose ha comentadoen el punto anterior, es extrafio encontrarantocianinasen los frutos
de las especies cultivadas de tomate. Sin embargo, se hanidentificadovarias mutaciones en
especiessilvestres que permiten laacumulacion de antocianinas en la parte exterior del fruto.
En ese sentido, las mutaciones mas utilizadas han sido Anthocyanin fruit (Aft) y Aubergine
(Abg), que son capaces de incrementarlaacumulacién de antocianinas en lapiel delfruto.

El alelo mutante Anthocyanin fruit procede de Solanum chilense Dunal y se encuentra en el
cromosoma 10. La presencia de la mutaciéon Aft produce un incremento en los niveles de las
antocianinas delfinidina, malvidina y petunidina en la piel y el pericarpio externo del fruto.
Ademds, también produce un aumento en los niveles de los flavonoles quercetina y
kaempferol, con contenidos incrementados 3,6 y 2,7 veces respectivamente (Sapir et al.,
2008).

El alelo mutante Aubergine procede de Solanum lycopersicoides Dunal (Rick etal., 1994). Este
gentambiénse encuentralocalizado en el cromosoma 10y es muy posible que se trate de un
alelodel Aft(Canady etal., 2006).
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A estos hay que afiadir otro mutante, el atroviolacea (atv), que procede de Solanum
cheesmaniae (L. Riley) Fosberg y se encuentra en el cromosoma 7 (Rick et al., 1968).
Normalmente, este mutante tiendeaacumularantocianinas enlostejidos vegetativos como
las hojas, perotiene un escaso efecto enlaacumulacién de estos compuestosenel fruto. No
obstante, se ha demostrado que existe un efecto sinérgico con otros genes como en los
mutantes homocigotos dobles Abg Abg atv atv y Aft Aft atv atv y permite obtener mayores
contenidos en antocianinas en estos mutantes que en los mutantes individuales (Mes et al.,
2008; Poveroetal., 2011).

Ninguno de esos mutantes es capaz de inducirlaacumulacién de antocianinasenlacarne del
fruto. En este sentido, lostomates con carne moradasélo se han obtenido medianteingenieria
genética (Butelli etal., 2008).

Los niveles de polifenoles entomate dependen de laexpresién de los genes responsables de la
ruta de sintesis. Durante el proceso de desarrollo del fruto, cuando empieza la maduracién,
uno de los enzimas que se sobrexpresan es la chalcona sintasa (CHS). Este enzima es el
responsable de labiosintesis de naringenin chalcona. El enzima CHI se encarga de labiosintesis
de naringenina a partir de naringenin chalcona, y juega un papel fundamental en la tasa de
produccidn de flavonoles (Bovy etal., 2002). Durante |la maduracion del tomate, se produce un
aumentoenlaexpresiéndel enzima CHS junto conla desregulacién de CHl enla piel del fruto
produce una acumulacién de naringenin chalcona y limita la acumulacidon de naringenina
(Ballesteretal., 2010). Willits etal. (2005) sugirié que los altos niveles de naringenin chalcona
enla piel del fruto podrian explicarse porlafaltade expresidon de CHl en este tejido. Ademads,
estos autores también sugieren que es posible que el tomate cultivado haya perdido la
expresidonde CHlenlapiel enunpaso tempranodel proceso de domesticacion.

Como se ha comentado, laacumulacién de naringenin chalconaenlapiel del tomate confiere
la caracteristica coloracién amarillaque, junto con la pulparoja, produce el colorexterior rojo
del fruto. De hecho, existen algunas variedades tradicionales de tomate que se caracterizan
por una coloracién externarosa, que se debe ala presenciade piel transparente porlafaltade
acumulaciéon de naringenin chalcona. En este sentido, laevaluacién de lineasde introgresidn
de Solanum chmielewskiiSpooner, Andersony Jansen en tomate permitid laidentificacion del
genresponsable de estamutacion (yellow, y), descrito inicialmenteen 1925 (Lindstrom, 1925).

Las posibilidades de mejoradel contenido en polifenoles empleando materiales de la propia
especie cultivada son limitadas. Asi, el andlisis de diferentes germoplasmas de tomate para la
acumulaciéon de flavonoles no muestra niveles muy altos de variacién. En ese sentido, los
contenidos de quercetinaen los extractos de piel hidrolizados mds altos sélo representaron un
aumento de 2,5 veces en comparacién con una variedad comercial estandar (Colliver et al.,
2002). Otros autores encontraron niveles similares de variacion, con niveles mas altos en los
frutos de tomate ‘Cherry’ mas pequenos procedentes de climas soleados (Stewart et al., 2000).
Por otro lado, en una amplia evaluacion de variedades tradicionales espafiolas de tomate se
registraron contenidos en polifenoles totales interesantes y, por lo que seria posible
seleccionar poblaciones con mayorvalorfuncional (Cortés-Olmos etal., 2014).

Mayores éxitos se han logrado mediante la utilizacién de la riqueza genética de especies
silvestres del género Solanum seccién Lycopersicum, que ha permitido laidentificacién y uso
de materiales como fuente de variacién paramejorarel contenido en polifenoles. Siguiendo
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estaaproximacién, se haconseguido aumentar el contenido en flavonoides del tomate usando
especiessilvestres como Solanum pennelliiCorrel, de frutos verdesy pequeiios, pararestaurar
la ruta de los flavonoides en la pulpa del fruto. Mediante el cruzamiento y seleccién por la
expresion de CHI en la pulpa, se ha llegado a desarrollar nuevas variedades hibridas con
especies cultivadas con mayores acumulaciones de diglicésido de quercetina (Willits et al.,
2005).

Por otro lado, también se ha estudiado la regulacidon luminica de la ruta de sintesis de los
polifenoles. En ese sentido, Giuntini et al. (2008) mostré que la radiacién UV-B afecta
diferencialmentelaexpresidonde los genes de larutade losflavonoidesydacomo resultado
un contenido alterado de flavonoides y acidos hidroxicindmicos. Por ejemplo, en el cultivar
convencional ‘Esperanza’ se encontraron mayores niveles de naringenin chalcona, quercetinay
rutinay de los acidos sindpico, caféico, ferulicoy p-coumdrico en la pulpade frutos protegidos
delaradiacion UV-Benel estado rojo maduro, mientras el efecto fue limitado en el cultivar de
alto licopeno DRW5981, especialmente para el contenido en flavonoides. La expresién de
genes que codifican laexpresion de los enzimas CHS y CHI fue mayor en el cultivar ‘Esperanza’
y la correspondiente a los enzimas flavanona 3-hidroxilasa (F3H) y flavonoide 3’-hidroxilasa
(F3’H) se redujo en los frutos protegidos de UV-B. En ambos cultivares, la acumulacién de
carotenoidessiguié lamismarespuesta que laacumulacién de flavonoides. En el genotipocon
alto contenidoenlicopeno DRW5981 en la pulpadel fruto se sobrexpresaronvarios genes de
la ruta de los flavonoides con la excepcién de CHI. Como resultado, se observé un aumento
espectacularde laacumulacién de naringenin chalconay un modestoaumentodel contenido
enquercetina.

Al igual que ocurre con los carotenoides, los mutantes high pigment también afectan a la
regulacion de la luz de la sintesis de los flavonoides en tomate. La consecuencia es una
sobreproduccién de compuestos bioactivos que se acompaiia con un aumento de labiogénesis
delosplastidiosy, portanto de los metabolitos acumulados en los mismos (revisado porAzari
etal., 2010).

La utilizacién conjuntade los genes high pigment en combinacidn conlosrelacionados con |a
sintesis de antocianinas se esta revelando como la mejor estrategia para desarrollar
variedades de elevado valorfuncional Asi, los dobles homocigotos para Afty hp-1 muestran un
efecto sinérgico, mayor que simplemente aditivo, con aumentos de 5, 19 y 33 veces en el
contenido de petunidina, malvidinay delfinidina respectivamente (Sapiretal., 2008). Mes et
al. (2008) también obtuvieron niveles elevados con esta combinacién de genes, aunque
todavia menores a los obtenidos con la combinacién de Aft y atv. Siguiendo con la
piramidalizacién de genes, Sestari et al. (2014) acumularon en una variedad tipo ‘Cherry’ los
genes hp-2, Aft y atv obteniendo niveles muy elevados de polifenoles. Hay que destacar la
importancia que puede tener el uso de variedades ‘Cherry’ en esta estrategia, ya que al
presentar una mayor relacion superficie volumen los niveles de carotenoides y polifenoles
tiendenasersuperiores, yaque ambos se acumulan preferentemente en la parte exterior del
fruto.

Cualquierade las estrategieas mencionadas puede contribuiradesarrollarnuevos materiales
con mayor potencial de acumulacidon de compuestos funcionales. Sin embargo, larealizacidn
de dicho potencial depende en gran medida de que las condiciones ambientales, ya sean
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climaticas o de manejo de cultivo, permitan la mayor acumulacion posible de este tipo de
compuestos o, por el contrario, que la acaben limitando.

6. Efecto del ambiente en la acumulacion de carotenoides y polifenoles

Las condiciones ambientales influyen enlaacumulacion final de compuestos funcionales como
los carotenoides y los polifenoles en tomate (revisado por Dumas et al., 2003). Dentro del
ambiente ejercen un papel destacado las condiciones climaticas, por ejemplo, a través del
efectode laradiaciénsolaro la temperatura, perotambién el manejo del cultivo, incluyendo
aspectos como el abonado, el riego o el propio sistema de cultivo, por lo que todos estos
aspectos deben ser tenidos en cuenta a la hora de evaluar las caracteristicas de calidad
funcional entomate. A continuacion, se revisa el efecto de cadafactorsobre la acumulacion de
estos compuestos.

6.1. Radiacion solar

La radiacion solar efectiva que llega a las plantas puede verse afectada por cubiertas de
invernaderos, mallas de sombreo, densidad de plantas y estructura de la cubierta vegetal
(Yahia et al., 2005). Aunque actua a distintos niveles, uno de sus efectos mas importantes
viene condicionado porsu papel enlafotosintesis. Entomate, como en cualquierotro cultivo,
la composicidn del fruto estainfluida porlacapacidad de atraer fotoasimilados procedentesen
gran medidade lahoja, aunque hastaun 15% pueden procederdel propio fruto (Hetherington
etal., 1998). Estos fotoasimilados representaran en gran medidaazlcares, determinantes a la
hora de establecer el dulzor del fruto y por tanto su calidad organoléptica (Baldwin et al.,
1998). Pero, por otro lado, de la capacidad del fruto para ser sumidero de fotoasimilados
también dependerd la acumulacidon de metabolitos secundarios derivados de los mismos,
como por ejemplo los terpenos, entre los que se encuentran los carotenoides, y los
polifenoles.

Por otro lado, el efecto de la radiacién no se restringe a su papel ala hora de determinarla
capacidad fotosintética. Porejemplo, labiosintesis de carotenoides en tomate estd controlada
por el fitocromo y se ve favorecida por la luz roja, mientras que longitudes de onda mas
cercanas al infrarrojo la inhiben, porlo que la calidad e intensidad de la luz determinaran el
contenido de carotenoides sintetizados (Thomas y Jen, 1975). En este sentido, McCollum
(1954) encontré que los frutos de tomate expuestos a la radiacién solar directa durante su
desarrollo presentaron mayores niveles de carotenoides que los frutos protegidos de la
radiacion. Porese motivo, es de esperar que unaalta radiacidon solar produzcauna altatasa de
biosintesis de carotenoides.

Un exceso de radiacién también puedeinfluir negativamente en laacumulacién de algunos de
estos compuestos. Este seria el caso del licopeno, cuya acumulacién se ve severamente
afectada por la exposicidn a una radiacion solar intensa (Dumas et al., 2003). La acumulacion
de este carotenoide se ve inhibida en los frutos expuestos directamente a una radiacion de
650 W m2 enperiodosde 1,5 a 4 horas (Adegoroyey Jolliffe, 1987; Brandt etal., 2006). Dumas
et al. (2003) sugirieron como explicacién que este dafio podriadeberse al sobrecalentamiento
gue produce esta radiacién en los tejidos del fruto de tomate irradiados, por lo que la
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temperaturade estos podria facilmente llegarasobrepasarlos 32°C, nivel apartir de la cual se
inhibe labiosintesis de licopeno.

En condiciones de radiacién excesiva, el uso de mallas de sombreo puedeayudaradisminuirla
cantidad de radiaciéon que reciben las plantas y frutos. En estas condiciones, las mallas de
sombreo fotoselectivas sonlamejor manerade protegerel fruto de laexposicidon directaal sol
(llicetal., 2014), presentando distintos porcentajes de transmision, absorciony reflexién de la
luz. No obstante, enlos periodosenlos que laradiacién solarno es excesivapueden producir
una menor acumulacién de licopeno y [-caroteno (Gautier et al., 2005) por lo que es
aconsejable programarsu uso enfuncidn de las condiciones de radiacién existente.

La luz recibida también afecta al contenido en polifenoles de los frutos de tomate,
produciendo una mayor acumulacién en condiciones de alta luminosidad. En ese sentido,
Wilkens et al. (1996) encontraron contenidos de rutinay acido clorogénico en tomates ‘Cherry’
cultivados en condiciones de mayor luminosidad que casi duplicaban a los de las plantas
cultivadas en con menosluz. De nuevo, nosolola cantidad de luzrecibidaesimportante en la
acumulacién de compuestos fendlicos por su efecto sobre laacumulacién de fotoasimilados.
Asi, lalongitud de ondade la luzrecibidatambiéninfluye en su contenido. Luthriaetal. (2006)
obtuvieron contenidos de polifenoles un 10-16% mayores en aquellos tomates cultivados bajo
una cubiertaque bloquee latransmisién de laradiacién de longitud de ondamenora 380 nm.
De hecho, al igual que pasa con los carotenoides, la luz roja favorece la biosintesis de
polifenoles como lanaringenin chalcona (Dumas etal., 2003).

6.2. Temperatura

La temperaturatiene un efecto sobre el crecimiento general de las plantas, asicomo sobre su
floracidn, cuajado, crecimiento y maduracién de frutos. Durante lamaduracién, el contenido
de carotenoides, principalmente licopeno, aumentasignificativamenteen el fruto de tomate
(Carrillo-Lépez y Yahia, 2010). El contenido en polifenoles también se ve afectado por el
proceso de maduracién, ya que los contenidos de rutina y acido clorogénico aumentan
durante este proceso (Carrillo-Lépez y Yahia, 2010).

Como ya se ha comentado, es un hecho que la sintesis de licopeno depende de la
temperatura. Se sabe que temperaturas entre los 12y los 32°C permiten su biosintesis (Le oni,
1992), aunque el rango dptimo para su sintesis va de los 22 a los 25°C (Lumpkin, 2005). En los
frutos de tomate sometidos atemperaturas mayoresa32°C se inhibe labiosintesis de licopeno
(Tomes, 1963), pero no asi la de B-caroteno (Bagary Lee, 1978). En este sentido, Bagary Lee
(1978) encontraron un menor contenido total de carotenoides en frutos expuestos a 30°C,
comparados con frutos a 20°C. Especialmente dramatico es el descenso en el contenido en
licopeno, que pasa de 40.5 mg kg? (pf) a 20°C a 1.1 mg kg? (pf) a 30°C, lo que supone
practicamente su inhibicion total. También muy importante son los descensos en los
contenidos de fitoenoy fitoflueno, que pasande 18.4y 10.5 mg kg (pf) a 5.6 y 0.5 mgkg™* (pf)
respectivamente al pasar de 20 a 30°C. El Unico carotenoide que no ve afectada su
acumulacién porla temperaturaes el B-caroteno, cuyo contenido permanece practicamente
constante al pasar de 20 a 30°C. Una posible explicacidon a este hecho es que lastemperaturas
altas (35°C) inhiben laacumulacién de licopeno porque favorecen la conversién de licopeno en
B-caroteno (Dumasetal., 2003).
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Las bajas temperaturas también afectan a la biosintesis de carotenoides. Temperaturas
inferiores a12°C inhiben completamentelasintesis de licopeno (Dumas et al., 2003), mientras
gue temperaturas no tan bajas, entorno alos 18°C, dan lugar a menores concentraciones de
licopeno, asicomo a mayores ratios entre B-carotenoy licopeno, yaque, si bien el licopeno ve
ralentizada su sintesis, el B-caroteno se ve menos afectado (Koskitaloy Ormrod, 1972).

En cuanto al contenido en polifenoles, la temperatura también tiene un efecto sobre su
concentracidn. Gautieretal. (2008) encontraron mayores acumulaciones del flavonolrutina en
tomates expuestos a32°C, aunque solo en condiciones de altaradiacion, peronoencontraron
diferencias enlos contenidos de acido clorogénico. Rivero et al. (2001) encontraron distintas
acumulaciones de compuestos fendlicos en funciéon de la temperatura aplicada. A bajas
temperaturas (15°C) la acumulacidn de polifenoles se ve potenciada, al igual que ocurre a altas
temperaturas (35°C). Segln estos autores, parece ser que esta mayor acumulacion de
polifenoles podriaformar parte del sistemade defensade laplantaal estréstérmico. En este
mismo trabajo, Rivero et al. (2001) encontraron que la actividad del enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) también se ve potenciada a bajasy altas temperaturas. Comoeste enzima
es el responsable de catalizar el primer paso en la ruta de los fenilpropanoides, esta mayor
actividad explicariala mayor acumulacion de polifenoles.

6.3. Abonado

El buendesarrollo de laplanta, asicomo su rendimientoy lacalidad de los frutos pasan por un
aporte adecuado y equilibrado de nutrientes. El exceso o defecto de algunos de estos
elementos quimicos puede provocaralteraciones en el crecimientoy estado fisiolégico de los
frutos (Romojaro et al., 2007). La nutricién de las plantas, por tanto, va a ser un factor
condicionante en la composicion de los frutos, entre ellos la acumulacién de carotenoides y
compuestos fendlicos.

El aporte de nitrégeno (N) puede condicionar el contenido de algunos de estos compuestos en
los frutos de tomate. Asi, Benard et al. (2009) encontraron mayores contenidos de rutina y
derivados del acido caféico en tomates cultivados con aportes mads bajos de N, aunque en la
mayoria estas diferencias no llegaron a ser significativas. Estos autores sugirieron como
explicacién a este hecho que la respuesta especifica de estos compuestos a los bajos
contenidos en N, junto con un menor desarrollo vegetativo que favoreceria la llegada de
radiacion a los frutos podria ser laresponsable.

En la mismalinea, Toor etal. (2006) observaron que lostomates cultivados usando gallinaza y
abono orgénico como fuente de N presentaban contenidos de flavonoides totales un 17.6%
mayores que los cultivados usando fertilizantes minerales, aunque estas diferencias no fueron
significativas. Mitchell et al. (2007) encontraron mayores niveles de flavonoides en tomates
cultivados con un aporte limitado de N, como ocurre, por ejemplo, entomates provenientes
de cultivo ecoldgico. Por el contrario, otros estudios no pudieron establecer unaclararelacion
entre laacumulacion de estos compuestos en frutos de tomate y la reduccién del aporte de N
(Stewartetal., 2001; Benard et al., 2009)

En el caso de los carotenoides, Kuscu et al. (2014) observaron un aumento progresivo en el
contenido de licopeno y B-caroteno a medida que la dosis de N se ibaincrementando de Oa
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120 kg N ha?, aunque dicho contenido se vio disminuido con dosis de 180 kg N ha. Sin
embargo, ensu estudio, Benard etal. (2009) no pudieron encontrarunarelaciéontanclara del
efectodel N enla acumulacidn de carotenoides.

También se ha estudiado el efecto de lanutricion potdsicaenlaacumulacién de carotenoidesy
polifenoles. En ese sentido, Trudel y Ozbun (1970, 1971) encontraron que, al aumentar el
aporte de K, se aumentatambién el contenido en carotenoides de los frutos de tomate, con la
Unica excepciéon del B-caroteno. Ademads, estos autores encontraron que el contenido en
licopeno aumentaba rapidamente al aumentar el nivel de K, llegando a su maximo con un
aporte de 8 meq I't. En la misma linea, Oded y Uzi (2003) también encontraron mayores
acumulaciones de licopeno en tomates cultivados con la misma concentracién de solucion
potasica.

Taber et al. (2008) determinaron que esa mayor acumulacion de licopeno en respuestaala
dosisde K administrada depende delcultivar. Combinando ambos efectos, Serio et al. (2007)
estudiaron el efecto del aporte de K en cultivares de tomate high pigment y estandar
obteniendo mayores contenidos de licopeno al aumentar el contenido de K de la solucién
nutritiva. Estos autores sugirieron que este efecto del K podria deberse a la estimulacién de
algunos enzimas especificos que participan enlaruta biosintéticade los carotenoides.

En lo que respecta al fésforo (P), Saito y Kano (1970) encontraron mayores contenidos en
licopeno al aumentar el aporte de P desde 0 hasta 100 mg I'* en cultivo hidropdnico. En esa
linea Zelend et al. (2009) observaron un incremento significativo en la acumulacion de este
carotenoide en tomates para procesado obtenidos de plantas que habian sido sometidas a
distintasformas de fertilizantes azufrados. Sin embargo, otros autores no encontraron grandes
diferencias en el contenido de licopeno en un estudio del zumo de tomate obtenido a partirde
frutos sometidos a diferentes dosis de dicho elemento mineral (Oke et al., 2005). Por otro
lado, Stewart et al. (2001) encontraron que una deficiencia de P provoca un aumento en el
contenido de flavonoles en tomate al inicio del proceso de maduracién.

6.4. Sistema de cultivo

Muy relacionado con el abonado, el sistema de cultivo es otro factor que puede tener un
efecto sobre el contenido en carotenoides y polifenoles de los frutos de tomate. En ese
sentido, se ha propuesto al modo de cultivo ecoldgico como una alternativa para conseguir
mejorarlos contenidos de estos compuestosalavez que se empleaunapractica agronémica
mas respetuosa con el medio ambiente.

Se han llevado a cabo varios estudios acerca de como afecta el cultivo ecoldgico a la
acumulaciéon de estos compuestos, aunquelos resultados obtenidos son en algunasocasiones
contradictorios. Segln Caris-Veyrat et al. (2004), los tomates cultivados en condiciones de
cultivo ecoldgico presentaban mayores acumulaciones de los carotenoides licopeno y B-
caroteno. Estos autores también encontraron mayores acumulaciones para los polifenoles,
rutinay naringeninaentomates ecolégicos, pero no asipara el acido clorogénico, que estuvo
presente a mayores concentraciones en los tomates del cultivo convencional. Sin embargo,
estas diferencias fueron menos evidentes si se tiene en cuenta el peso seco. En esas
condiciones, el cultivo ecolégico solo favorecerialaacumulacién de rutinay B-caroteno.
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Vinha et al. (2014) encontraron mayores contenidos de licopeno, polifenoles totales y
flavonoides en tomates provenientes de cultivo ecoldgico. En ese sentido, los tomates
ecoldgicos tenian un 20% mas de licopeno, un 24% mas de polifenoles totalesy un 21% mas de
flavonoides. De forma similar, Hallmann (2012) encontré mayores contenidos de algunos
polifenoles en tomates ecoldgicos. En un estudio posterior, Hallman etal. (2013) encontraron
contenidos de B-caroteno y flavonoides totales significativamente mayores en tomates
ecoldgicos. Ademas, los tomates producidos con agricultura ecolégica destacaron por sus
acumulaciones significativamente mayores de los flavonoides quercetinay rutina.

En la mismalinea, Mitchell et al. (2007), encontraron mayores acumulaciones de flavonoles en
tomates provenientes de cultivo ecolégico. En ese sentido, los contenidos de quercetinay
kaempferol encontrados porestos autores en los tomates ecoldgicos fueronun79%y un 97%
mayores respectivamente a los contenidos de los tomates cultivados en condiciones
convencionales. Ademas, estos autores también destacaron que el cultivo ecolégico es capaz
de aumentar la acumulacién de flavonoides con el paso de las campanias, posiblemente al
debidoalalimitacionen el aporte de N en las plantas cultivadas en condiciones ecolégicas, o
gue favorecerialaacumulacién de flavonoides.

Otros autores encontraron aumentos espectaculares en la acumulaciéon de polifenoles en
tomates ecolégicos, que llegan a ser un 139% mayores que los tomates cultivados siguiendo
las practicas convencionales (Oliveiraetal., 2013). Ademas, estos autores destacaron que los
tomates provenientes del cultivo ecoldgico experimentan unas condiciones estresantes que
resultan en un estrés oxidativoylaacumulacidon de mayores concentraciones de polifenoles
entre otros compuestos.

No obstante, existe controversia acerca de los beneficios del cultivo ecoldgico en la
acumulacién de este tipo de compuestos, ya que en otras ocasiones sus beneficios no estan
tan claros. En ese sentido, Riahi et al. (2009), no encontraron diferencias para los contenidos
de licopenoy polifenoles totales, al comparar sistemade produccién convencional y ecoldgico
en un estudio con distintos cultivares de tomate para consumo en fresco y procesado. En la
misma linea, Rossi et al.(2008) no encontraron diferencias paralaacumulacion de B-caroteno
en tomate, comparando tres modos de cultivo: convencional, manejo integrado de plagas 'y
ecolégico. Estos autores encontraron que los modos de cultivo ecoldgico e integradoinfluyen
negativamenteenlaacumulacién de licopeno, siendo el convencional el mas favorable parasu
acumulacién. Por otro lado, Hallmann et al. (2013) no encontraron diferencias en los
contenidos de acidos fendlicos comparando zumos hechos tomates ecolégicosy con tomates
cultivados convencionalmente, con la Unica excepcidn del acido clorogénico, presente en
mayores concentraciones en los tomates ecoldgicos. Estos autores encontraron que los
contenidos de licopeno en los zumos hechos con tomates provenientes de la agricultura
ecoldgica presentaban acumulaciones de licopeno significativamente menores.

En la mismalinea, Anton etal. (2014) encontraron un efecto limitado del sistemade cultivoen
la acumulacion de polifenoles. Estos autores destacaron que el cultivo ecolégico soloes capaz
de aumentarlos contenidos de unos pocos compuestosy que el contenidoen polifenoles de
lostomates es mas dependientede los efectos del afioy del genotipo.

Nuestro grupo ya estudio previamente el efecto del cultivo ecoldgico sobre el contenido en
carotenoides, no observdndose diferencias para el contenido en licopeno y pequefios
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aumentos (16%) en el caso del B-caroteno (Lahozetal., 2016a). En aquel momento quedé por
estudiar el posible efecto sobre la acumulacién del resto de principales compuestos
funcionales: los polifenolesy el acido L-ascorbico.

6.5. Riego

La dosis de riego puede alterar la acumulacién de compuestos en los frutos de tomate y por
tanto influiren su calidad. Este efecto puede estarrelacionado con unamenoracumulacion de
aguay por tanto por un efecto de concentracidn, aunque no es necesariamente el Unico efecto
(Mitchell et al., 1991). En este sentido, el riego deficitario se ha propuesto como estrategia
para aumentar la calidad organoléptica de los frutos, ya que daria lugar a una mayor
acumulacién de solutos relacionados con el sabor. A pesarde que una de las principales pegas
de esta estrategia reside en la disminucidn del tamafio del fruto y un consiguiente menor
rendimiento, locierto es que un buen manejo podriaminimizardichas pérdidas (Mitchell etal.,
1991; Veit-Kohleretal., 1999). No obstante, estudios recientes abordando el efecto del riego
deficitario prolongado ponen de manifiesto que laperdida de productividad puede llegara ser
importante y, aunque pueda tener efectos positivos al aumentar la acumulacién de
compuestos volatiles relacionados con el aroma (Lahoz et al., 2016b), es un efecto muy
restrictivo parael productor.

Siguiendo las mismas premisas, se ha estudiado el efecto que podriatenerunareducciondela
aportacién de agua al cultivo sobre laacumulacién de compuestos funcionales. Algunos de los
estudios se han elaborado restringiendo completamente el riego o aplicando un riego
deficitario. Respecto a la primera estrategia, Pernice et al. (2010) encontraron mayores
contenidos de carotenoides totales en tomates que solo obtuvieron agua de la almacenada
por el suelo en las precipitaciones comparados con los regados normalmente. Este efecto
también fue extensible a los flavonoides totales, pero solo en uno de los dos genotipos
estudiados. Pék et al., (2014), también con reducciones severas de la dosis de riego,
encontraron mayores contenidos de carotenoides y flavonoides entomatesalos que solo se
les proporcionaba el agua proveniente de la lluvia frente a tomates regados normalmente.
Este efecto fue especialmente significativo paralarutina, unode los principales compuestos
fendlicos del tomate, aunque larespuesta del resto de compuestos fendlicosfue dependiente
de la fecha de cosecha. Esos autores atribuyeron la menor concentracién de este tipo de
compuestos a un efecto de dilucién en los frutos con mayores dosis de riego. En el mismo
sentido, Barbagallo et al. (2013) encontraron que la ausencia de riego tras el trasplante
produce un aumento del 13% en el contenido total de polifenoles, comparado con el riego
completo. Estos resultados fueron opuestos a los obtenidos para los carotenoides, donde la
concentracién de licopeno fue ligeramente menoren los tomates cultivados bajo estés hidrico
(110.7 mg kg') comparado con los tomates cultivados en condiciones no estresantes (126.3
mg kg?).

En nuestro propio grupo, el estudio de unriego deficitario continuado puso de manifiesto que
los efectos sobre la acumulacidn de carotenoides son muy limitados con dosis del 75% de la
ET,, de hecho,laacumulacién de licopeno no cambia, mientras que lapérdidade produccién
media alcanzaria el 16% (Lahoz et al., 2016b). Por el contrario, en dicho estudio si que se
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observé que un excesode irrigacion provocaria un efecto de dilucion sobre laacumulacion de
licopeno.

Dado que los efectos de unriego deficitario continuado pueden ser demasiado severos, se han
propuesto estrategias de déficit de riego controlado, en las que se aplica una dosis de riego
reducidatras el cuajado de fruto (Pernice et al., 2010). Siguiendo esta estrategia, Pernice etal.
(2010) no encontraron diferencias para la acumulacién de carotenoides totales con un riego
reducido (200 m3 ha?) aplicado 40 dias tras el trasplante. Por otro lado, el contenido en
polifenoles totales si que se vio incrementado en los frutos expuestos a un riego reducido,
pasando de 8.20 a 12.87 mg 100g™. Por otro lado, Favati et al. (2009) compararon déficit de
riego continuo o controlado, encontrando que un riego restrictivo durante todo el ciclo de
cultivo (50-50%ET.) o en la ultima parte del ciclo de cultivo (100-50%ET.) favorecid la
acumulaciénde licopenoy B-caroteno, especialmente con los regimenes mas restrictivos.

De estaforma, se postulael riego deficitario controlado como una posible medidaencaminada
a obtener los beneficios del riego deficitario, pero con un impacto reducido sobre la
produccién.

7. La cuantificacion de polifenoles: una limitacion en la evaluacion de estrategias de
mejora de su contenido

Una de las mayores limitaciones a la hora de abordar el incremento en la acumulacién de
compuestos bioactivos resideen la posibilidad de disponer de metodologias de analisislo mas
precisas rapidas y baratas que se pueda. Esto es asi, por un lado, porque el cribado de
germoplasma destinado a la identificacién de fuentes de variacién y el desarrollo de
programas de retrocruce requieren laevaluacion de grandes cantidades de muestras. Porotro
lado, la evaluacidn del efecto del ambiente y de distintas estrategias de cultivo también
requiere analizar cantidades importantes de individuos. Estas metodologias seran ademas
basicas para establecer controles de calidad en el caso de que se consiguieran comercializar
materiales de alto valorafadido.

En el caso del acido L-ascérbico, se dispone de metodoldégia eficiente desarrollada porel grupo
en el que se enmarca la presente tesis (Galiana-Balaguer et al., 2001). Para el analisis de
carotenoides se ha estado empleando rutinariamente la medodologia basada en
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase reversa descrita por Garcia-Plazaolay
Becerril (1999), ademas de disponerde alternativas en electroforesis capilar desarrolladas por
el grupo (Adalid etal., 2007).

Sin embargo, no se disponia de métodos lo suficientemente adaptados a las necesidades de
programas de mejora de evaluacidon agronémica del contenido en polifenoles. Por lo que se
contemplé la necesidad de desarrollar metodologias propias. A continuacion, se describe el
estado de la metodologiaal inicio de la presente tesis.

7.1. Métodos para la cuantificacion de polifenoles

Tradicionalmente, la cuantificacion de polifenoles se basaen ladeterminacién de su contenido
total mediante el método Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965; Singleton et al., 1999;
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Georgé etal., 2005). Este método se basa en la reaccién de los compuestos fendlicos presentes
enla muestracon el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este reactivo se compone de una mezcla de
los acidos fosfowolframico (H;PW;,04) y fosfomolibdico (H;PMo,,0.,), que sonreducidos, en
condiciones alcalinas, por los polifenoles presentes en la muestra a los 6xidos de wolframio
(W50,5) y molibdeno (Mog0O,3) de color azul. Esta coloracién resultante se mide a 760 nmy
proporciona una determinacién indirecta de la concentracion total de polifenoles, que
normalmente se expresacomo equivalentes de acido gélico (GAE) o equivalentes de catequina
(Georgé et al., 2005). Si bien esta metodologia es sencillay no requiere de instrumentacion
compleja, sélo permite obtenerinformacidn sobre los polifenoles totalesy nodainformacidn
sobre qué compuestos fendlicos estan presentes en la muestra. Este hecho puede ser un
inconveniente para programas de mejora o en controles de calidad, donde se requiere la
cuantificacion individual de los polifenoles de la muestra. Otro inconveniente de esta
metodologiaes que, el reactivo de Folin-Ciocalteu, no es del todo especifico ya que también
reaccionacon algunas sustancias nofendlicas, produciendo unasobrestimacion delcontenido
en polifenoles (Georgé et al., 2005). Pese a estas limitaciones, el método Folin-Ciocalteu se
sigue utilizando actualmente para cuantificar el contenido total de polifenoles en muestras de
hortalizasy sus productos derivados (Luthriaetal., 2006; Fu et al., 2011; Wootton-Beard etal.,
2011; Rizzoet al., 2016).

Para llevar a cabo programas de mejora del contenido de polifenoles, o bien para realizar
controles de calidad, es necesario contar con metodologias analiticas rapidas, econémicas, que
permitan cuantificar de formaindividual los compuestos fendlicos y que hagan posible analizar
un gran numero de muestras en poco tiempo. En ese sentido, laHPLCy la electroforesis capilar
(CE) son técnicasinstrumentales mas utilizadas paraabordar esta tarea.

Muchos de estos métodos cromatograficos que evalian de formaindividual los polifenoles en
muestras de frutas y hortalizas se fundamentan en una hidrélisis de los glicdsidos como paso
previo aladeterminacion de las agliconas resultante por HPLC (Hertoget al., 1992; Crozier et
al., 1997; Torres et al., 2005). En el caso concreto del tomate, Crozier et al. (1997) no
encontraron flavonoides libres en los extractos crudos, pero siencontraron niveles detectables
de quercetina tras una hidrdlisis acida a altas temperaturas con acido clorhidrico diluido en
metanol. En la misma linea, Matinez-Valverde et al. (2002) encontraron los flavonoides
guercetina, kaempferol y naringenina tras una hidrdlisis acida de los extractos de tomate.
Ademas, se han usado también otros tipos de hidrélisis para liberar las agliconas como la
hidrolisis basicaola enzimatica. En ese sentido, Giuntinietal. (2008) aplicaronuna hidrélisis
basica con hidroxido sddico diluido como paso previo a la extraccion de los acidos
hidroxicinamicos de dos hibridos de tomate. Por otro lado, Torres et al. (2005) utilizaron una
hidrolisis enzimatica con HP-2 B-glucosidasa para detectar cantidades variables de quercetina,
kaempferol y naringeninaen diferentes partes deltomate. Ademas, estos autores destacaron
la mayoreficienciade lahidrdlisis enzimaticacomparada conla hidrdlisis dcida, posiblemente
debido a la mayor especificidad de la HP-2 B-glucosidasa en el proceso de desglicolizacién.
Segun estos autores, esta mayor especificidad permitiria hidrolizar un mayor nimero de
glicésidos para liberar un mayor nimero de flavonoides comparado con la hidrélisis acida
combinadao no con altas temperaturas.

Uno de los principalesinconvenientes de la hidrélisis es que se tratade un paso que requiere
mucho tiempo, y que ademas puede producirladegradacién de algunos polifenolescomo los
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flavonoles y flavanonas presentes en la muestra (Merken et al., 2001), entre los que se
encuentranlaquercetinaylanaringeninarespectivamente, dos de los principales polifenoles
deltomate. Una alternativa parasolventareste inconveniente es lacuantificacion directa de
los polifenoles enlamuestra, yaseaen formade glicésidos o agliconas. Enese sentido, Moco
et al. (2006) encontraron una gran variedad de glicosidos de los acidos hidroxicinamicos
caféico, coumdricoyde los flavonoles quercetinay kaempferol en muestras de piel de tomate
sin hidrolizar, mientras que en tras hidrdlisis acida se detectaron sus correspondientes
agliconas.

En las ultimas décadas se han publicado multitud de métodos analiticos parala determinacién
de polifenoles en tomate y sus productos derivados. La mayoria de ellos, emplean HPLC de
fase reversa (RP-HPLC) utilizando columnas de C18y acoplando distintos detectores, aunque
los mas comunes son el detectorde ultravioleta-visible (UV-vis), detectorde diodo (DAD), de
masas (MS) o masas en tandem (MS/MS), pero en muchos casos las condiciones para el
analisis de acidos fendlicosy de flavonoides cambian (Martinez-Valverdeetal., 2002; Mattila y
Kumpulainen, 2002; Helmja et al., 2008; Barros etal., 2012; Vallverdu-Queralteta., 2012).

Una evaluacién eficiente de polifenoles en tomate requiere un Unico analisis para la
determinacion de acidos fendlicos y flavonoides, ahorrando tiempoy costes. Sin embargo, la
mayoria de métodos cromatograficos que permiten la determinacidn simultdnea de ambos
grupos de compuestos requieren tiempos de analisis muy largos, del orden de 1 hora o mas
por cada muestra (Sakakibara et al., 2003; Gautier et al., 2008). Estos largos periodos de
analisis dificultan la evaluacidn rdpida de materiales haciendo que su uso en programas de
mejoraseamuy limitado. Existen métodos mas cortos, aunque no permitenlacuantificacién
de forma simultdnea de ambos grupos (Mattila y Kumpulainen, 2002; Repollés et al., 2006;
Biesagraetal., 2009; Dall’Astaetal., 2009).

Con infraestructuramas cara, si que es posible aplicar procedimientos capaces de determinar
flavonoidesy acidos fendlicos al mismo tiempo en tomate. En este caso, se requiere el uso de
espectrometria de masas como detector (Helmja et al., 2008; Vallverdu-Queralt et al., 2010;
Barros et al., 2012). Estas metodologias consiguen bajar los limites de deteccion y ademas
permiten detectarunagranvariedad de glicdsidos, permitiendo ampliarel estudio a no solo
los mds representativos. En ese sentido, Barros et al. (2012) consiguieron la identificacién
tentativa de 20 glicdsidos y derivados de compuestos fendlicos en muestras de tomate en
poco mas de 20 minutos. En la misma linea Vallverdu-Queralt et al. (2010) consiguieron la
identificacion de 38 compuestos en muestras de tomate usando OrbiTrap, tres de ellos
descritos por primera vez en tomate por estos autores. No obstante, el uso de esta
instrumentacidon mas sofisticaday cara limitala posibilidad de acceso amuchos laboratorios de
mejora o control de calidad, por lo que los detectores de absorbancia, UV-vis y DAD, se
postulan como las mejores opciones paraabordar este problema.

En los ultimos afios, la utilizacion de detectores de masas junto con la popularizacion de las
columnas de tamafio de particulamenores de 2um han permitido mejorarla cuantificacién de
polifenoles en matrices complejas como alimentos, posibilitando separaciones eficaces,
sensibles y selectivas (Motilva et al., 2013). Cuando se trabaja con columnas de tamafio de
particula sub-2um, la presidn del sistema se dispara por encima de los 400bar, por lo que se
requiere trabajar con equipos especificos de cromatografia liquida de ultra alta resolucién
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(UHPLC). Este tipo de columnas se han aplicado con éxito en los Ultimos afios para el desarrollo
de metodologias parala determinacion de acidos hidroxicinamicos, flavonolesy flavanonas en
muestras de tomate y sus productos derivados (Ribas-Agustietal., 2012; DiLecce etal.,2013).
Sinembargo, la posibilidad de transferencia de estos métodos de UHPLCa otras plataformas
mas econémicas como el HPLC acoplado a DAD han permitido un importante ahorro en
equipamiento (Ribas-Agustietal., 2012).

Existen alternativas para conseguir separaciones casi tan eficaces como con las columnas sub-
2um, pero usando equipos de HPLC convencionales. En este sentido se han desarrollado
diversas estrategias analiticas relacionadas con la tecnologia de la columna en HPLC para el
analisis de polifenoles en muestras de alimentos, entre las que se incluyen columnas
monoliticas (Chinnici et al., 2004; Biesagra et al., 2009) y las columnas de nucleo fundido o
fused core (Rostagno et al., 2011; Manns y Mansfield, 2012; Natale et al., 2015). En el caso
concreto del tomate, Biesagra et al. (2009) utilizaron columnas monoliticas para conseguir la
separacion de los polifenoles rutina, quercetina, naringeninay los dcidos p-coumarico/ferulico
enmenosde 14 minutos estudiando el proceso de maduracion deltomate. Porotro lado, las
columnas de nucleo fundido se han aplicado a la determinacién de polifenoles en distintas
matrices de alimentos, como por ejemplo infusiones y refrescos (Rostagno et al., 2011), en
mostosy vinos (Mannsy Mansfield, 2012) o en matrices con bajos contenidos de polifenoles
como bracteas de alcachofa y aguas residuales de molino de aceite junto con deteccidn
amperométrica (Natale et al., 2015). Sin embargo, existe muy poca informacién acerca de la
aplicacidon de este tipo de columnas en el andlisis de polifenoles en tomate, por lo que
resultariainteresante estudiar su aplicabilidad al analisis de polifenoles en esta matriz.

Como alternativaal HPLC, las técnicas electroquimicas como la CE estan cobrando una mayor
importancia en el analisis de polifenoles en frutas, hortalizas y derivados. Las principales
ventajas de la CE se deben sobre todo a sus altas eficiencias de separacién, tiempos de andlisis
cortos, pequenas cantidades de muestra, bajo consumo endisolventes y posibilidad de variar
la selectividad con laadicidon de modificadores. Debido asu sencillezy amplia disponibilidad en
multitud de laboratorios, uno de los detectores mas ampliamente utilizados en CE para la
deteccidén de polifenoles en este tipo de matrices es el detector UV o de diodo (DAD) (Ehala et
al., 2005; Herrero-Martinez, et al., 2007; Helmja et al., 2007; Helmja et al., 2008; Zhang et al.,
2008; Fukuji et al., 2010; Lee et al., 2012; Navarro et al., 2014). No obstante, el uso de estos
detectores de absorbancia es responsable de uno de los principales inconvenientes de la CE
frente a HPLC: los peores limites de deteccidn. Esto se debe a que en el detector de UV, la
deteccidn se lleva a cabo directamente en el capilar donde se produce la separacién, de un
tamafio muy pequefo (50um), por lo que el camino dptico es también muy corto, lo que se
traduce en unos peores limites de deteccion comparado con las celdas de deteccién de los
detectores UV de HPLC. Para evitar esta problematica se han desarrollado disefos de capilar
alternativos que consiguen ampliarlazonade deteccidn comolos capilaresenformade Z o los
de burbuja. Otra alternativa para mejorar los limites de deteccidon es mediante el uso de
detectores mas sensibles como los de masas (Gomez-Caravacaetal., 2008) o electroquimicos
(Pengetal., 2008), o bien usando técnicas de pre concentraciéon en columnacomoel stacking
(Zhang et al., 2008; Honegr et al., 2010; Lee et al., 2012). En ese sentido, Honegr et al. (2010)
consiguieron aumentar la absorbancia hasta 90 veces usando large volumen sample stacking
(LVSS) analizando polifenoles en extractos de plantas.
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Los dos modos de trabajo mas usados en CE para el andlisis de polifenoles en frutas y
hortalizas son la electroforesis capilarzonal (CZE) (Ehalaetal., 2005; Helmjaetal., 2008; Peng
et al., 2008; Fukujietal., 2010; Lee et al., 2012; Navarroet al., 2014) yla cromatografia micelar
electrocinética (MEKC) (Herrero-Martinez et al., 2007), empleando tampones fosfato,
tetraborato o borato a pH bdsico. Ademds, en MEKC al tampdn de carrera se afade un
surfactante como por ejemplo el dodecilsulfato sédico, colato sédico..., para formar una
pseudofase estacionariaque ayude en laseparacion de los analitos. Gracias aesto, a diferenda
de lo que ocurre con CZE donde los analitos cargados se separan en funcién de su movilidad
electroforética, en MEKC es posible separar analitos cargados junto a neutros, debido a los
diferentes coeficientes de particion de estos entre la fase acuosa y micelar. Pese a estas
ventajas de la MEKC, la cantidad de articulos que trabajan con este modo para el analisis de
polifenoles enfrutasyverduras es muy limitado, y se centran mds en polifenoles eninfusiones
como el té (Liuetal., 2014; Ye etal., 2014) o enraices de plantas (Xiaoetal., 2015).

Otros autores también tratan de mejorar las separaciones afiadiendo al tampén de carrera
disolventes organicos como metanol o acetonitrilo en proporciones que van desde el 1% hasta
el 20% (Ehala et al., 2005; Herrero-Martinez et al., 2007; Fukuji et al., 2010). En ese sentido,
Herrero-Martinez et al. (2007) encontré que la presenciade metanol en el tampdnde carrera
era capaz de disminuir las movilidades electroforéticas de los analitos, pero no la de los
interferentes de lamatriz, lo que permitid laseparaciony cuantificacion todos los compuestos
estudiados.

Pese a estas ventajas, existen muy pocos trabajos sobre la determinacién de polifenoles en
tomate (Helmjaetal., 2007; Helmjaetal., 2008; Penget al., 2008), por lo que seria interesante
aprovechar las ventajas de la electroforesis capilar frente a la cromatografia empleando
métodos especificamente disefiados paramuestras de tomate.

Existen otras técnicas instrumentales parala determinacidn de polifenoles, como porejemplo
la cromatografia de gases (GC) (Zafra et al., 2006; Vifias et al., 2009; Vifias et al., 2011). No
obstante, paraconseguiranalizaranalitos polares no volatiles como los polifenoles por GC, es
necesario un paso previo de derivatizacidon para obtener sus derivados volatiles. En este
sentido Vinas et al. (2009), utilizé bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) como agente
derivatizante para el analisis de polifenoles envinoy uvas, previoasu analisis por GC-MS. Sin
embargo, lanecesidad este paso previo de derivatizacién hace que su aplicabilidad al analisis
de en programas de mejora de tomate sea poco viable.

Ademadsde disponerde un método de andlisis lo suficientemente corto, otralimitacién en la
determinacién de los principales polifenoles en tomate reside en la extraccion previa al
analisis. De hecho, este paso es incluso mas limitante, por el tiempo requerido para la
extraccion. Por esta razén, en este tipo de programas es necesario contar con métodos
eficientes de extraccién que aseguren la maxima recuperacion de polifenoles en el menor
tiempo posible.

7.2. Métodos para la extraccion de polifenoles

Generalmente, la extraccién de los polifenoles de la matriz vegetal se lleva a cabo con
disolventes organicos en disolucién acuosa. En el caso del tomate la extraccidn se suele llevara

27



/ Introduccion general

cabo con mezclas metanol-agua en proporciones variables que van desde 20% hasta 90% de
metanol (Crozier et al., 1997; Mattila y Kumpulainen, 2002; Martinez-Valverde et al., 2002;
Sakakibara et al., 2003; Torres et al., 2005; Moco et al., 2006; Helmja et al., 2008; Peng et al.,
2008; Biesagra et al., 2009; Dall’Asta et al., 2009; Barros et al., 2012; Vallverdd-Queralt et al.,
2012). Para ayudar en la extraccidn, algunos autores afiaden pequefias proporciones de
hexano (Torres etal., 2005) o acido, como por ejemplo acido acético (Mattilay Kumpulainen,
2002; Sakakibara et al., 2003) o acido férmico (Vallverdi-Queralt et al., 2010; Di Lecce et al.,
2013).

En algunos trabajos en tomate, también se han usado otros solventes para la extraccién de
polifenoles, como por ejemplo mezclas acuosas de etanol (Di Lecce et al., 2013), acetona
(Simonetti et al., 2005) o mezclas de hexano/acetona/etanol (Motilva et al., 2014). Sin
embargo, estos autores encontraron recuperaciones bajas de quercetina usando una mezcla
de hexano/acetona/etanol, lo que podriaserun inconvenienteen laextraccidn de este tipo de
compuestos.

Tradicionalmente, la extraccion de polifenoles se realizado mediante reflujo a altas
temperaturas con metanol acuoso en presencia de acido clorhidrico (Hertog et al., 1992;
Crozier et al., 1997; Martinez-Valverde et al., 2002). Con este tipo de extraccion se obtienen
unas buenasrecuperaciones de los polifenoles, pero tienealgunas desventajas como el gran
consumo de solventes y los largos tiempos de extraccion. Ademas, existe la posibilidad
degradacion de algunos de los polifenoles durante la extraccion si no se ajustan bien los
tiempos y concentracion de acido (Hertog et al., 1992). En ese sentido, Hertog et al. (1992)
encontraron que periodos de extraccion mayores de 4 horas pueden producir la pérdida de
flavonoles, hecho que se acentla si se aumenta la concentracion de acido. Ademas, otro
inconvenientede este tipo de extraccion es que lainfraestructurarequeridalimitael nimero
de muestras que se pueden extraer al mismo tiempo, lo que dificulta su aplicabilidad a
programas de mejora.

Estas dificultades operativas han hecho que durante las Gltimas décadas se hayan popularizado
otros métodos de extracciéon capaces de reducir el consumo de disolventes de forma
considerable yaumentarlavelocidad del proceso de extraccidn, alavez que lo simplifican. En
ese sentido, unade lastécnicas mds utilizadas parala extraccién de polifenoles en muestras
vegetales hasidolaextraccion asistida por ultrasonidos (Mattilay Kumpulainen, 2002; Helmja
et al., 2008; Peng et al., 2008; Jerman et al., 2010; Vallverdu-Queralt et al., 2012; Di Lecce et
al., 2013). También se han desarrollado otras técnicas como la extraccién con fluidos
supercriticos (Adil etal., 2007; Helmjaetal., 2008), la extraccién asistida por microondas (Li et
al., 2012; Pinela et al., 2016) o la extraccidn con liquidos presurizados (Alonso-Salces et al.,
2001; Howard y Pandjaitan, 2008). De entre todas ellas, la extraccién asistida porultrasonidos
esuna alternativabarata, simple y eficiente que puedeserde gran utilidad en laextraccion de
compuestos fendlicos en tomate como alternativa alas técnicas de extraccion convencionales.

Otro factor a tener en cuenta en el proceso de extraccion es la naturaleza de la muestra.
Existen numerosos trabajos que se centran en la extraccion de polifenoles en muestras
liofilizadas de tomate (Crozier et al., 1997; Martinez-Valverde et al., 2002; Sakakibara et al.,
2003; Torres et al., 2005; Peng et al., 2008). Sin embargo, la liofilizacién requiere de
equipamiento especifico, que puede no estardisponible entodoslos laboratorios, y ademas
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alarga el tiempo total de extraccién al afiadir un paso extrade pre-tratamiento de muestra, lo
gue puede ser un inconveniente a la hora de analizar grandes cantidades de muestra. Otro
inconveniente de la liofilizacion es que puede producir la pérdida de algunos polifenoles
importantes en tomate. En ese sentido, Marti et al. (2015) comprobaron que el proceso de
liofilizacidon puede producir menores recuperaciones de naringenina en tomate.

Una alternativarapidaesla extraccidon de los polifenoles directamente en lamuestraen fresco.
Algunos autores utilizan muestra en fresco para extraer los polifenoles trabajando tanto en
tomate como en algunos productos derivados (Simonetti et al., 2005; Dall’Asta et al., 2009;
Vallverdu-Queralt et al., 2010; Di Lecce et al., 2013; Motilva et al., 2014). Este menor
tratamiento previo puedeserde utilidad en programas de mejora, ya que simplificay acorta el
proceso de analisis.
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1] Objetivos

La creciente preocupacion de los consumidores sobre la calidad de los alimentos y los posibles
beneficios para su salud hacen que la calidad funcional se vaya poco a poco consolidando
como un valor afadido a tener en cuenta en la comercializacidon del tomate. Las casas de
semillas se han adelantado aestatendenciayyahay disponibles variedades alto licopeno, que
enfunciénde la estrategiade mejoraempleada pueden también ofrecer elevados niveles de
polifenoles. Sin embargo, poco se conoce acerca de su respuestareal encampoy el efecto de
factoresambientalesy de cultivo.

La presente tesis pretende, por un lado, mejorar el conocimiento disponible sobre la
acumulacién de polifenoles en tomate en condiciones que maximicen otros aspectos de la
calidad, como la calidad ambiental. Esta aproximacién implica la produccidn con el maximo
respeto al medioambiente y la ausencia de trazas de fitosanitarios. En este contexto, es
importante conocer como afectan estrategias productivas como el cultivo ecoldgico, limitando
elusode abonado de sintesisy de fitosanitarios, o el riego deficitario, reduciendo el usode un
recurso tan valiosoy escaso como el agua.

Por otro lado, el desarrollo de nuevas variedades ricas en polifenoles, la evaluacién de
estrategias productivasy el control de calidad requiere disponerde herramientas de andlisis
objetivas, precisasy que permitan analizar grandes cantidades de muestrasen poco tiempo,
tanto en tomate como en otras especies. Por ello, se ha considerado prioritario en la tesis el
desarrollo de métodos de cuantificacidn de polifenoles mediante cromatografialiquidade alta
resolucidon (HPLC) y electroforesis capilar (CE). Se seleccionan dichas metodologias por la
extension del uso de la primera y su popularizacidon en la mayor parte de laboratorios de
analisisylasegundaporsusencillezy el ahorrode recursos que conlleva.

En este contexto, los objetivos planteados en la presente tesis fueron:

1- Desarrollo de metodologias de analisis conjunto de acidos fendlicos y
flavonoides mediante cromatografia liquidade altaresolucién (HPLC) y
electroforesis capilar (CE).

2- Evaluacién del efecto del cultivo ecolégico sobre la acumulacién de
polifenoles envariedades estandary alto licopeno de tomate.

3- Evaluacion del efecto del riego deficitario controlado sobre la
acumulacién de polifenoles en variedades estandary alto licopeno de
tomate.

De formacolateral, el desarrollo de los dos tltimos objetivos nos ha permitido, seginel caso,
ampliar el estudio a otros compuestos funcionales como el acido L-ascdrbico o los
carotenoides. Por otro lado, se considerd necesario comprobar, mediante el estudio de la
bibliografia existente el verdadero valor de estos compuestos enlaluchacontrael cdncer.

El desarrollo de estos objetivos se ha plasmado en la preparacion de varios articulos, en su
mayor parte publicados en revistas del primer cuartil del Journal Citation Reports o del
Scimago Journal Rank:

- Marti, R., Roselld, S. and Cebolla-Cornejo, J., 2016. Tomato as a source of
carotenoids and polyphenols targeted to cancer prevention. Cancers, 8(6),
p.58.
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- Marti, R., Valcarcel, M., Herrero-Martinez, J.M., Cebolla-Cornejo, J. and
Rosellé, S., 2015. Fast simultaneous determination of prominent polyphenols
in vegetables and fruits by reversed phase liquid chromatography using a
fused-core column. Food chemistry, 169, pp.169-179.

- Marti, R., Valcarcel, M., Herrero-Martinez, J.M., Cebolla-Cornejo, J. and
Rosello, S., 2017. Simultaneous determination of main phenolic acids and
flavonoids in tomato by micellar electrokinetic capillary electrophoresis. Food
chemistry, 221, pp.439-446.

- Marti, R., Leiva-Brondo, M., Lahoz, |., Campillo, C., Cebolla-Cornejo, J. and
Roselld, S., 2018. Polyphenol and L-ascorbic acid content in tomato as
influenced by high lycopene genotypes and organic farming at different
environments. Food chemistry, 239, pp.148-156.

- Marti, R., Valcarcel, M., Leiva-Brondo, M., Lahoz, |., Campillo, C., Rosell9, S.
and Cebolla-Cornejo, J. 2018. Influence of controlled deficit irrigation on
tomato functional value. Food chemistry (ENVIADO).
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Abstract: A diet rich in vegetables has been associated with a reduced risk of many diseases related
to aging and modern lifestyle. Over the past several decades, many researches have pointed out
the direct relation between the intake of bicactive compounds present in tomato and a reduced risk
of suffering different types of cancer. These bicactive constituents comprise phytochemicals such
as carotencids and polyphenols. The direct intake of these chemoprotective molecules seems to
show higher efficiencies when they are ingested in its natural biclogical matrix than when they are
ingested isolated or in dietary supplements. Consequently, there is a growing trend for improvement
of the contents of these bicactive compounds in foods. The control of growing environment and
processing conditions can ensure the maximum potential accumulation or moderate the loss of
bioactive compounds, but the best results are obtained developing new varieties via plant breeding.

The modification of single steps of metabolic pathways or their regulation via o I breeding
or genetic engineering has offered excellent results in crops such as tomato. In this review, we analyse
the potential of tomato as source of the bioactive consti with cancer-p ive properties and

the result of modern breeding programs as a strategy to increase the levels of these compounds in
the diet

Keywords: breeding; functional food; lycopene; -carotene; flavonoid; anthocyanin

1. Introduction

Traditionally, the concept of quality in vegetables has been related with their external appearance
The main requirements of food industries and markets were focused on the demand of new
varisties with higher uniformity, brighter colours and enhanced shelf life as essential characteristics.

Following these market ditional breeding programs focused their attention in these
external features together with higher yields and disease resist ing other imp aspects
such as flavour or functional characteristics. Over the past decades, flavour was reconsidered in
breeding programs due to the conti laints of about the loss of traditional

organaleptic characteristics of vegetables [1]. Mare recently, following this lead, health benefits of food
have also started to be valued [2]. Nowadays, consumers are aware of the functional characteristics of

agricultural food products, and more choose foods considering their healthy characteristics.
Although it is not clear whether marketing or for health functionality is spurring this interest, or
vice versa, there is an increasing attention in the develoy of new phy! -rich veg

varieties via breeding programs [3].
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Abstract

A dietrichin vegetables has beenassociated with areduced risk of many diseasesrelated to
agingand modern lifestyle. Overthe past several decades, many researches have pointed out
the direct relation between the intake of bioactive compounds present in tomato and a
reduced risk of suffering different types of cancer. These bioactive constituents comprise
phytochemicals such as carotenoids and polyphenols. The direct intake of these
chemoprotective molecules seems to show higherefficiencieswhen theyareingested in its
natural biological matrix than when they are ingested isolated or in dietary supplements.
Consequently, thereisagrowingtrend forimprovement of the contents of these bioactive
compounds in foods. The control of growing environment and processing conditions can
ensure the maximum potential accumulation or moderate the loss of bioactivecompounds,
but the best results are obtained developing new varieties via plant breeding. The
modification of single steps of metabolic pathways or their regulation via conventional
breeding orgeneticengineering has offered excellentresultsin crops such as tomato. In this
review, we analyse the potential of tomato as source of the bioactive constituents with
cancer-preventive properties and the result of modern breeding programs as a strategy to
increase the levels of these compoundsinthe diet.
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1. Introduction

Traditionally, the concept of quality in vegetables has been related with their external
appearance. The main requirements of food industries and markets were focused on the
demand of new varieties with higher uniformity, brighter colours and enhanced shelf life as
essential characteristics. Following these market requirements, traditional breeding programs
focused their attention in these external features together with higher yields and disease
resistance, neglecting other important aspects such as flavour or functional characteristics.
Overthe past decades, flavour was reconsidered in breeding programs due to the continuous
complaints of consumers about the loss of traditional organoleptic characteristics of
vegetables [1]. More recently, following this lead, health benefits of food have alsostarted to
be valued[2]. Nowadays, consumers are aware of the functional characteristics of agricultural
food products, and more consumers choose foods considering their healthy characteristics.
Althoughitis not clearwhether marketing or for health functionality is spurring this interest,
orvice versa, thereisan increasing attentioninthe development of new phytochemical-rich
vegetable varieties via breeding programs [3].

Itisa well-known fact that fruits and vegetables are animportant source forthe daily intake of
healthy constituents to the diet like minerals (calcium, phosphorous, magnesium and other
minor minerals), water-solublevitamins (B and C), fat-soluble vitamins (A, Eand K) and a wide
variety of phytochemicals [4]. Among phytochemicals, we can find bioactive molecules capable
to protectagainstdiseases acting as free radical scavengers orantimicrobial agents. The most
renowned phytochemicals from vegetables are polyphenols, carotenoids, organo-sulfur and
seleno-compounds. Their presence in certain plants would, in part, justify the epidemiologic
evidence of a protective role of diets rich in fruits, vegetables, legumes and whole grains [5].

The traditional Mediterranean diet would be an example of how adiet characterized bya high
consumption of foods of plant origin, relatively low consumption of red meat and high
consumption of olive oil results in reduced occurrence of cancer [6], coronary heart disease
and otherdiet-related chronicdiseases [7]. Among the components of the Mediterranean diet,
fruits and vegetables outstand in their preventive role. In Western countries, such as in the
United States, a goal of at least 9 to 13 servings a day of fruits and vegetables is promoted,
though the real consumption does not reach half that figure [8]. This goal has proved to be
quite difficult to reach, as studies developed in the late 90s and early 2000s pointed out [9].
Increasing awareness of the need for consumption of these foods and acomplete educational
model starting at nursery schools would be required.

Although the bioactive constituents of fruits and vegetables may be delivered via dietary
supplements, scientific evidences seem to point out that their direct intake in their natural
matrix has more health benefits than if those chemoprotective molecules are ingested isolated
or in dietary supplements [10]. In that line, some authors pointed out that whole tomato
consumption is more effectivethan lycopeneisolated for the prevention and the development
of progression of prostate cancer in rats [11]. According to this, more researches suggested
that the synergeticeffects of these molecules with other phytochemicals presentsin vegetables
may enhance their health benefits [12,13]. Thus, a diet rich in vegetables is the best way to
obtain a wide variety of phytochemicals [8]. It should be considered, though thatin the case of
liposoluble compounds the diet should be complemented with oils. It would be the case of
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carotenoids. Most fruits and vegetablesrichin carotenes are lowinlipids. Therefore,in order
to promote their absorption, it would be necessary to promote the joint intake of lipids. For
example, the addition of avocado to salads has proved to improve the absorption of tomato
carotenoids [14] or in the case of cooked tomato, the use of olive oil in the cooking process
would also greatly increase the absorption of lycopene [15].

We should be aware of the difficulty of clearly establishing the protective role of a certain
compoundinacomplexdietoverthe development of chronicdiseases, which are affected by
many other risk factors. In this context, some studies have questioned the relation between
the ingestion of vitamin C or carotenoids and a reductionin the risk of sufferingcancer[16,17]
while other studies continue to establish this relation [18,19]. Apart from the difficulty of
establishing the role of a single component of a complex diet certain considerations such as
the measurementerrorsinthe dietary intake of fruitand vegetables mayalso attenuate the
relationships observed in epidemiological studies [20].

In this complex context, thereisanincreasinginterestinthe developmentof new vegetable
varieties with increased levels of bioactive components [3], in order to promote their
protective role in well balanced diets such as the Mediterranean. Although, itis necessary to
continue onresearch of the effects of phytochemicals on health to understand the mechanism
of action and the associations of these moleculesin cancer-risk prevention, the development
of long-term breeding programs should be started to promote the benefits of vegetable
consumption.

The high level of consumption and the high economicvalue of tomato production has spurred
the scientific and breeding efforts in this species. Although tomato does not outstand for its
high concentration in bioactive compounds, the high levels of tomato intake both fresh and
processed, position tomato as one of the main sources of chemoprotectivecompounds to diet
[21], including vitamin C. Although tomato cultivars with increased vitamin C contents have
been developed, vitamin C content is rather unstable, as it is highly dependent on the
environment (especially via genotype x environment interactions) and it is quickly used as
antioxidant understress conditions. Thus, its managementin breeding programscanbe quite
complicated [22]. Apart from vitamin C, the main bioactive compounds present in tomato
(Solanum lycopersicum L.) are carotenoids and polyphenols. Here we review the
chemoprotective characteristics of these last tomato bioactive compounds, their biosynthesis
and the achievementsin breeding programs targeted to increase their contents.

2. Accumulation of Bioactive Compounds in Tomato

In tomato, carotenoids are synthesized in the leaves, flowers and fruits. In the leaf tissues,
carotenoids actas photoprotectors [23], being lutein the main carotenoid present meanwhile
the presence of the xanthopylls violaxanthin and neoxanthin confer the characteristic yellow
colourationto flowers[24]. Inripe tomato fruits, lycopene isthe main carotenoid that can be
foundandit causesitsred colouration (Table 1).
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Table 1. Typical composition (mg 100 g™* fresh weight) in tomato ripe fruits of carotenoids
and polyphenols, (adapted from [24-27]).

Carotenoid Concentration Polyphenol Concentration
Lycopene 7.8-18.1 Naringenin chalcone 0.9-18.2
Phytoene 1.0-2.9 Rutin 0.5-4.5
Phytofluene 0.2-1.6  Quercetin 0.7-4.4
B-Carotene 0.1-1.2 Chlorogenicacid 1.4-3.3
y-Carotene 0.05-0.3 CaffeicAcid 0.1-1.3
6-Carotene 0-0.2 Naringenin 0-1.3
Lutein 0.09 Kaempferol-3-rutinoside 0-0.8
Neurosporene 0-0.03 p-Coumaricacid 0-0.6
a-Carotene 0-0.002 Ferulicacid 0.2-0.5
Neoxanthin ; Kaempferol 0-0.2
Violaxanthin ) Myricetin B
Anteraxanthin - Cyanidin -

Zeaxanthin Pelargonidin

Delphinidin

The contents of carotenoids, as well as other chemoprotective substances are highly
conditioned by the genotype and environmental conditions (reviewed by Tiwari and Cummings
[28]). Considering this variability, lycopene concentrations from standard tomato cultivars
range from 7.8to 18.1 mg 100 g™ fresh weight (fw) (Table 1). Other colourless intermediates
from the carotenoid biosynthetic pathway may be found in tomatoes. This is the case of
phytoene and phytofluene with concentrations around 2.9 and 1.6 mg 100 g fw, respectively.
The second main coloured carotenoid presentintomatois B-carotene, responsible for orangey
colours. Its concentration is much lower, up to 1.2 mg 100 g™ fw (Table 1). Apart from these
major carotenoids, lesser amounts of y-carotene, &-carotene, lutein, neurosporene, a-
carotene and other carotenoids can also be foundin tomatoes [24,29] (Table 1).

Carotenoid distribution in the fruit is not regular. Lycopene can be found at higher
concentration in the pericarp if compared with the locules, meanwhile B-carotene
concentration is higher in the locules compared with the pericarp [25]. Moreover, lycopene
concentration varies duringthe ripening process. Initially it startsto be presentinthe locules
at the breakerstage, and thenits concentrationrises during the ripening process [30].

Polyphenols are present in tomato at lower concentrations (Table 1). These powerful
antioxidants can be divided into different groups according to their core structure. Main
tomato polyphenols are hydroxycinnamic acids, flavanones, flavonols, and anthocyanins. In
addition, flavonol glycosides like rutin and kaempferol-3-rutinoside are also presentintomato
fruits.
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Naringenin chalcone is the main polyphenol found in tomato with concentrations up to 18.2
mg 100 g fw [?’]. The flavanone naringeninis present at lower concentrations, up to 1.3mg 100
g fw [26]. Quercetin is the main flavonol and one of the most important flavonoids from
tomato. Its content varies from 0.7 to 4.4 mg 100 g™ fw [26] in different tomato types. It can
also be found in its glycosylated form as rutin, with concentrations up to 4.5 mg 100 g* fw
[27]. The accumulation of rutin gives to the tomato peelits typical yellow colour. Chlorogenic
acid is the main polyphenol from hydroxycinnamic acid family; its concentration ranges
between 1.4and 3.3 mg 100 g* fw [27]. Otherflavonols such as kaempferol and myricetin are
found in small quantities or traces in cultivated tomato, though they are presentin related
wild species[26,31,32].

The accumulation of flavonoidsintomato s tissue specificand develops at specificstages. For
example, naringenin chalcone accumulates almost specifically in the peelsimultaneously with
the accumulation of carotenoids and degradation of chlorophylls, peaking up in overripe peels
[33]. In fact, the flavonoid pathway is not active inthe flesh due to the lack of expression of the
genes involved in the flavonoid pathway [34]. Flavonol accumulation (mainly quercetin and
kaempferol glucosides)is also almost (98%) restricted to the peel [35].

Usually the production of anthocyanins in tomato is restricted to vegetative tissues, such as
the hypocotyl. Under certain conditions, including highirradiance and low temperature, they
can accumulate in the stem and leaves. The main anthocyanins in tomato are derived from
delphinidin, malvidin and petunidin [36,37].

Apart from an evident genotype and environmental effect on the accumulation of these
bioactive compounds, in processed food their contents will also depend on the processing
method, which may help to liberate compounds or may degrade them (reviewed by Nicoli et
al. [38]). The nutritional value of tomatoes may be increased after thermal processing, as
described by Dewanto et al. [39]. Their results pointed out that lycopene concentration is
increased as it may be released fromits natural matrix during the heat process. Dewantoetal.
[39] also evaluated phenolicand total flavonoid content of heat-processed tomatoes, revealing
non-significant changesin their content afterthe thermal process. Otherauthors have found a
reduction of polyphenol content as aconsequence of cooking. Inthis sense, Crozieret al. [40]
showed an 82% of loss of quercetin content if tomatoes are boiled, a 65% loss if they are
microwaved and 35% if they are fried. On the other hand, carotenoid concentration remains
constantif tomatoes are boiled orevenitcan be more concentrated in tomato paste [41].

The results on the retention of polyphenolsin tomato processed products are variable. Muir et
al. [33] found that 65% of flavonols present in high-flavonol tomatoes were retained in
processed tomato paste, whileStewart et al. [35] found thattomato flavonolslike quercetin,
can resist common processing methods and therefore they can be found in tomato-derived
products such as tomato juice or tomato puree which are particularly rich these compounds.
Obviating the relative differences in these studies, it seems clear that health benefits of
processed tomato products may be similar or even higher than raw tomatoes, and make
tomato-derived products a perfect alternative choice as functionalfood.
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3. Chemoprotective Characteristics of Tomato Bioactive Compounds
3.1. Carotenoids

Duringthe last several decades, many studies highlight the beneficial effects of the intake of
tomato and tomato-derived products with alower cancerrisk (reviewed by Giovannucci [42])
and mainly with lower prostate cancer risk [43—46].

Considering the intake of tomato products, results from a 6-year follow-up cohort study by
Mills et al. [47] pointed out a lesser prostate cancer risk associated to tomato consumption
among other vegetables. In agreement to that, a meta-analysis carried out by Etminan et al.
[45] highlighted alower prostate cancerrelative risk (RR) related to a high consumption of raw
tomatoes (RR = 0.89, 95% CI) and specially cooked-tomato products (RR = 0.81, 95% Cl).
Giovannucci et al. [44] also reported a lower relative risk (RR =0.77, 95% Cl) from developing
prostate cancer associated with the consumption of two servings of tomato sauce perweek. In
this study, a continuation of the Health Professionals Follow-Up Study (HPFS), the authors
concluded that considering the moderate association found, it could be missed in a small
studies or in those with substantial errors in measurement or based on a single dietary
assessment. In a continuation of this study, Wu et al. [48] found a significant inverse
association between higher plasmalycopene levels and lower risk of prostate cancer, thoughit
was restricted to older men (age > 65) without a family history of prostate cancer (highest vs.
lowest quintile Odds Ratio, OR=0.43; 95% Cl). At that point, few studies considered lycopene
levelsinthe plasma. Withasmallersample, Luetal. [49] found significantinverse associations
between prostate cancerand lycopene plasma concentration (OR=0.17, 95% Cl). In this case,
mean plasma lycopene level for the upper quartile was 401 mmol L. On the other hand,
Kristal et al. [50] in the Prostate Cancer Prevention Trial (1,683 cases and 1,751 controls)
analysed plasma lycopene levels (= 0.47 mg L in the highest quartile) and found that
prediagnosticserum lycopene concentration was not associated with the risk of total, low-, or
high-grade prostate cancerincidence.

With the same cohort of the HPFS, in 2014 Zu et al. [51] pooled the results of 49,898 male
health professionals from 1986 to 2010 and found a positive relationship between dietary
lycopene intake and plasmalycopene levels, with mean plasmalycopenelevels of 934.5 mol
L in the highest quintile of lycopene intake (n = 1200), and concluded that higher lycopene
intake was inversely associated with total prostate cancer and more strongly with lethal
prostate cancer. In fact, higherlycopeneintake was associated with biomarkersin the cancer
indicative of less angiogenic potential, thus probably reducing aggressive potential of cancer.
The authors suggested that lycopene may inhibit angiogenesis of prostate cancer cells by
regulating vascular endothelial growth factor, takingin considerationthe results obtained by
Yang et al. [52] in mice.

On the other hand, Kirsh et al. [53] in the Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer
ScreeningTrial including 29,361 men during 4 years found no reasonto support the hypothesis
that highertomato product consumption protects from prostate cancer. Indeed, the relation
of lycopene intakeand cancer has been controversial. Asan example, in 2007 the US Food and
Drug Administration concluded that there was limited evidence supporting an association
between tomato consumption and reduced risk of prostate cancer [16]. But almost
simultaneously, the World Cancer Research Fund and the American Institute for Cancer
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Research [54] concluded that foods containing lycopene may have a positive effect against
prostate cancer. Interestingly, Zu et al. [51] suggested that lycopene intake would primarily
affect prostate cancer progression.

The role of lycopene supplementsin the evolution of cancer has also beenanalysedinclinical
trials. In 2001 Kuckuk et al. [55] evaluated the impact of oral intake of lycopene (15 mg twice
daily, during 3 weeks) in the evolution of patients with prostate cancer. In the intervention
group, plasma prostate-specific antigen (PSA) levels decreased by 18% while in the control
group they increased by 14%, and considering all biomarkers the authors concluded that
lycopene supplementation may decrease the growth of prostate cancer, though the sample
was too small to be conclusive.

Ansari and Gupta [56] found a 96% reduction of PSA |levels aftera 6-month supplementation of
2 mg lycopene twice daily in orchidectomy patients in comparison with patients only with
surgical treatment (up to 90%). This study highlighted that the reduction turned to be more
marked aftertwo years of treatment (99% and 96% respectively). In otherstudy with located
prostate cancer patients, the serum PSA levels as well as leukocyte oxidative and prostate
oxidative DNA damages werereduced after lycopenesupplementation (30 mg lycopene per
day during 3 weeks) before their radical prostatectomy [57]. Vaishampayan et al. [58] found
that lycopene supplementation alone (30 mg day™ in two doses) or combined with soy
isoflavones (40mg dayin two doses) had activity in prostate cancer patients with PSA relapse
disease and may delay progression of both hormone-refractory and hormone-sensitive
prostate cancer. Although the number of patients was limited (37and 33 in each group). Other
works, also highlighted the effects of lycopene delaying a high-grade prostate intraepithelial
neoplastia (HGPIN) from developinginto occult prostate cancer [59].

On the contrary, other authors have found no effect of lycopene supplementation and
prostate cancer prevention orevolution. Regarding cancer evolution, Jatoi et al. [60] found no
relationship between lycopene supplementation (30 mg day™ during 16 months) and the
progression of prostate cancerin 46 men with androgen-independent prostate cancer. Clark et
al. [61] tested wider dose ranges of lycopene supplementation (15-120 mg day™) in 36
patients with biochemical relapse of prostate cancer, and found no stabilization of PSA levels
as a consequence of the treatment. They also found that plasmalycopenelevels were similar
for the 15-90 mg day™ doses when the concentration reached a plateau afterthree months of
supplementation. Bunker et al. [62] studied the evolution of 81 men with high-grade prostatic
intraepithelial neoplasia, atypical foci or repeated non-cancerous biopsies and found no effect
of lycopene supplementation (30 mg day™) after the first month of treatment. But the same
authors suggested that lowering of serum PSA may not be an appropriate endpoint for the
long-term studies on the effect of lycopene supplementation for reducing prostate cancer
initiation or progression.

Prostate cancer preventing properties of other tomato carotenoids have also been questione d
inotherworks. In that sense, Neuhouseretal. [63] revealedinthe Beta-Carotene and Retinol
Efficacy Trial (CARET) that the supplementation with B-carotene (30 mg day™) and retinol
(25,000 IU retinyl palmitateday™) had no significant effect on total prostate cancerincidence.
In fact, it could be negative, as they found that supplemented individuals had higher relative
risk (RR = 1.52, 95% Cl) of developing an aggressive prostate cancer (Gleason score 7-10) that
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was reducedinthe post-intervention period (RR=0.75, 95% Cl). CARET only included smokers,
thus this results may not apply to non-smokers.

Apart from prostate cancer, the incidence of other cancers has been also associated with
tomato carotenoids. In 2007, the World Cancer Research Fund and the American Institute for
Cancer Research [54] concluded that apart from the positive effects of lycopene containing
foods on prostate cancer, foods containing carotenoids probably protected againstcancers of
the mouth, pharynx, and larynx, and also lung cancer, and specifically, those containing B-
carotene would probably protect against oesophageal cancer. Inthis sense, the meta-analysis
performed by Ge et al. [64] confirmed that higherintake of B-carotene, a-carotene, lycopene,
B-cryptoxanthin, lutein, and zeaxanthin reduced oesophageal cancerrisk with pooled ORs of
0.58, 0.81, 0.75, 0.80, and 0.71 (95% Cl), respectively.

Regardinglungcancer,in 1996 Ziegleretal. [65] concluded that B-carotene mayhavearole in
the prevention of lung cancer, but the dosage should be carefully studied, as lung cancer
incidence and mortality were increased in studies with B-carotene supplementation with male
smokers. Infact, results from Alpha-Tocopherol Beta-Carotene (ATBC)studyrevealed higher
lung cancer incidence in participants who received B-carotene supplementation, 20 mg day™!
during 8 years [66], especially among smokers [67]. Similarly, the CARET study highlighted that
B-carotene supplementation had an adverse effectonlungcancerincidenceand lung cancer
mortality in smokers and workers exposed to asbestos [68]. It has been proposed that this
procarcinogenic effect may be explained by the activity of B-carotene-oxidized products
produced as a consequence of the free radical-rich environment in the lungs of cigarette
smokers [69]. Wright et al. [70] suggested that the increased risk of lung cancer would be
relatedto aberrant cell growth, while Mondul et al. [71] found that the metabolomic profiles
of response to B-carotene supplementation pointed to the induction of cytochrome p450
enzymes CYP1A2 and CYP2EL. As several medications used for cardiovascular diseases are
metabolized by CYP1A2, an interaction between the supplemented B-caroteneand prescribed
medication may have resulted in the increased mortality found in the ATBC study, though a
dysregulated glycemic control could also have contributed. These findings stressed the
importance to increase our knowledge on the possible interactions between dietary
supplements and other pharmacological agents. Nevertheless, the fact that supplementation
at high doses may have adverse effects, does not exclude a positive effect at dietary levels
[72]. Other works have found no effect of B-carotene supplementation and lung cancer
incidence [73].

Controversy also applies in the case of breast cancer. Eliassen et al. [74] carried out a pooled
analysis of eight cohort studies where serum carotenoids and breast cancer risk were
evaluated. This study pointed out a reduced relative risk of suffering breast cancer among
women with higher plasma carotenoids. Among tomato carotenoids, the authors found a
lowerrelative risk forlycopene (RR=0.78, 95% Cl) followed by B-carotene (RR=10.83, 95% Cl).
Pantavos et al. [75] analysing dietary intake of antioxidants in 3,209 women found that low
intake of a-carotene and B-carotene was associated with a higherrisk of breast cancer among
smokers (Hazard Ratio, HR = 2.48, 95% Cl and HR = 2.31, 95% Cl for a- and B-carotene,
respectively). On the other hand, Greenlee et al. [76] studying the Life After Cancer
Epidemiology (LACE) cohort (2,264 women diagnosed of breast cancer) concluded that
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frequent use of combination carotenoids was associated with increased risk of death from
breast cancer (HR = 2.07, 95% Cl) and all-cause mortality (HR=1.75, 95% Cl).

Results fromthe Linxian Cancer Prevention Study highlighted a significantreductionin cancer
mortality (RR = 0.87, 95% Cl), especially from stomach cancer (RR = 0.79, 95% Cl) after B-
carotene, vitamin E and selenium supplementation [77]. But a recent meta-analysis [78]
concluded thatalthough datafrom case-control studies suggested a protective role of a- and
B-carotene against gastric cancer, there were inconsistencies compared with cohort studies,
and no conclusive evidence was found forthis suggestion.

The mechanism of action of carotenoids in cancer prevention was extensively reviewed by
Tanaka et al. [72] and Trejo-Solis et al. [79]. Antioxidant capacity of these compounds may
justify part of this protection. Carotenoids exert strong antioxidant capacity because they
contain many double-conjugated bonds. In that sense, lycopene can act as antioxidant because
its ability to trap the 0, twice as effective as that of B-carotene. Moreover, another
antioxidant potential of lycopene is to react with free radicals. The elimination of these
Reactive Oxygen Species (ROS) is important in the cancer chemoprevention since they can
facilitate the carcinogenesis-related processes by means of the oxidation of cellular
biomolecules. In addition, lycopene may exert its effect though the regulation of the
antioxidantresponse element (reviewed by Trejo-Solis et al. [79]).

But apart from theirantioxidant capacity, other mechanisms contribute to cancerprevention,
includingimmune modulation, hormone and growth factor signaling, regulatory mechanisms
of cell cycle progression, cell differentiation and apoptosis. In fact, the existence of this variety
of mechanisms has led to propose that the initial effect of carotenoids should involve
modulation of transcription (reviewed by Tanaka et al. [72]).

3.2. Polyphenols

Plant polyphenols have been reported to interfere with the initiation, promotion and
progression of cancer [80]. In fact, polyphenols exert numerous effects on tumorigenic cell
transformation, on tumour cells in vitro and in vivo, and may interact with conventional anti-
tumour therapies [81]. There exist different polyphenol families and they differ in their
chemoprotective capabilities. Forexample, among 68 polyphenols, the order of theirpotency
to suppress in vitro the human liver cancer cells resulted to be chalcones > flavones >
chromones > isoflavones >flavanones >coumarins [82].

The effect of the different classes of polyphenols on cancerriskincidence hasbeenevaluated
inseveral case-control studies [83—-86]. In that line, Bosetti et al. [85] evaluatedthe intake of
different families of polyphenols and their effect on women breast cancerincidenceina large
case-control study carried outin Italy during 4 years. A reduced risk of suffering breast cancer
was related with ahigh dietary intake of flavonols (>29.9 mgday™) (highestvs. lowest quintile
OR = 0.80, 95% ClI) and flavones (> 0.6 mg day™) (OR = 0.81, 95% Cl), but no significant
associations were found for other tomato polyphenols such as flavanones (> 62.2 mg day™)
(OR =0.95, 95% Cl) and anthocyanidins (> 20.5 mg day™) (OR = 1.09, 95% Cl). Specifically, a
dietrichin quercetin (4.7mg day™) have also been associated with alowerbreastcancer risk
in women (RR =0.62, 95% Cl) [87]. On the other hand, another case-control study carried out
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in Greece evaluating fruitand vegetable consumption found no associations between dietary
intake of flavonols, flavanones, flavan-3-ols, isoflavones oranthocyandinsand breast cancer
risk; however, a statistically lower risk (OR =0.87, 95% Cl) were found for flavone intake (0.5
mg day™) [84].

Phenoliccompounds also seem to protect against colorectal cancer. In this case, a large case-
control study carried out by Rossi et al. [86] in Italy showed that diets with a higher intake of
flavonols (> 28.5 mg day™?) (OR = 0.64, 95% CI) and anthocyanidins (> 31.7 mg day™) (OR =
0.67, 95% Cl) among other phenoliccompounds were associated with alowerrisk of suffering
colorectal cancer. However, the same study found no associations between total flavonoids
and flavanones and colorectal cancer. Other studies went further and tested the dose-
response activity of quercetin. In that line, Cruz-Correa et al. [88] found that a joint
supplementation of 20 mg quercetin together with 480 mg curcumin thrice per day prior
colectomy were capable to decrease the number and size (60.4% and 50.9% from baseline
respectively) of ileal and rectal adenomas in patients with familial adenomatous polyposis
(FAP).

Flavonols also would exert a protective effect against stomach cancer. Garcia-Closas et al. [83]
evaluating food habitsin Spanish participants found alower risk of suffering stomach cancerin
participants with higherdietary intakes of quercetin (>8.5 mg day™?) (OR = 0.62, 95% Cl). Other
flavonols like kaempferol and myricetin were also evaluated in this work, but the authors
found that only kaempferol (dietary intakes higher than 1.3 mg day™) also had protective
effects (OR=10.48, 95% Cl). Some studiesthoughhave discarded asignificant protective affect
againstthese types of cancer [87].

The chemopreventive effects of polyphenols against lung cancer have also been proven
(reviewed by Neuhouser [89]). Among them, the results from the Finnish Mobile Clinic Health
Examination Survey pointed that these chemoprotective effects of dietary flavonoid intake
(3.51 mg day?) (RR = 0.54, 95% Cl) may be mainly attributed to quercetin [90]. Knektetal. [87]
evaluated the dietary intakes of participants in basis of flavonoid concentration in the same
study, reporting alowerincidence of total cancerassociated with higherintakes of quercetin
(RR =0.77, 95% Cl), especially for lung cancer in men (3.9 mg day™) (RR =0.42, 95% Cl). The
cohort study carried out by Hirvonen et al. [91] alsorevealed aninverserelationship between
the jointdietary intake of flavones and flavonols (16.3 mg day™?) andlung cancerrisk (RR = 0.56,
95% Cl) in male smokersfromthe ATBC study.

Regardinglivercancer, Lagiou et al. [92] alsofound a chemoprotective effect of dietary flavone
intake (>1.16 mg day™) and hepatocellularcarcinoma (OR=0.41, 95% Cl) for patients without
hepatitis. Aninverse association was also found between dietary consumption of flavan-3-ol (>
66.3 mg day™), anthocyanidins (> 152.7 mg day™) and total flavonoids (>358.1 mg day™) and
cholangiocarcinoma (though only few cases were available for the study).

Anti-cancer properties of othertomato polyphenols such as chlorogenicand caffeicacids have
been lessstudiedin patients; however there are many studies wherethey have been tested
using cellularmodels (reviewed by Wengand Yen [93]). In that line, Yanget al. [94] found that
chlorogenicacid mayinduce apoptosisin vitroin human leukemia U937 cells by the reduction
of the levels of mitochondrialmembrane potential and increasing the activation of caspase-3-
pathways. The effect of caffeic acid on fibrosarcoma HT-1080 cell line was evaluated by
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Rajendra-Prasad etal. [95]. Theirresults pointed out that caffeicacid treatments can lowerthe
cell viability of fibrosarcoma cells. Other tomato phenoliccompounds like naringenin present
anti-cancer properties in vitro. In that line, some works pointed out the anti-proliferative
effects of naringenin in different cancer cell lines like HT29 colon cancer cells [96] or MCF-7
breast cancer cells [97]. Moreover, combinations of different polyphenols have been also
evaluated revealing that naringenin and quercetin are effective inhibitors of the MDA-MB-435
human breast carcinoma cell line [98].

The ability of phenoliccompounds as reactive oxygen scavengersisthe mainmotivator of its
antioxidant properties. Among the main polyphenols present in vegetables, the action of
guercetin in in vivo studies seems to be related with the inhibition and induction of survival
and death signalling pathways respectively in liver cancer cells and its strong antioxidant
activity and consequent prevention of ROS-induced DNA mutations in critical genes for cell
cycle control [99]. In addition to ROS quenching, the antioxidant protective effect of flavonoids
may be related to theirmodulating activity of several detoxifyingenzymes like lipoxygenase,
cyclooxygenase, inducible nitricoxide synthase, monooxygenase, xanthine oxidase and NADH
oxidase (reviewed by Gibelliniet al. [100]). Moreover, quercetin also can act in the chromatin
remodelling and thus interfering with epigenetic alterations which are importantin cancer
progression. The effect of polyphenols on phase-l and -Il enzymes can also modulate
procarcinogenic metabolism. The modulation of NF-kB molecular pathway is another
mechanism of polyphenol chemoprevention properties. In that sense, caffeic acid would
inhibit growth and metastasis of HCC through modulation of expression of proteins involved
mainly in NF-kB molecular pathway. Anyway, more research should be done in this field due to
the vast number of potential antioxidant compounds from the polyphenol family.

4. Breeding Strategies for the Improvement of Carotenoid and Polyphenol Content in
Tomato

Improvement of functional quality is a complex task because the accumulation of any
antioxidant compound is the result of complex metabolic processes. Consequently, the
increase in the available information on antioxidant biosynthetic pathways (enzymesinvolved
and regulation mechanisms) and the identification of mutant genotypes with beneficial
pathway alterations for the antioxidant accumulation is essential to obtain higher precision
and betterresultsin the development of breeding programs. Different breeding strategies can
be followed with this purpose, and they all depend on the existence of variability for the
accumulation of bioactive compoundsinthe cultivated species or wild relatives. Additionally, a
differentapproach can be followed via geneticengineering. Advancesintheimprovement of
carotenoid and polyphenol composition of tomato are reviewed herein.

4.1. Carotenoids

In tomato, breeding forfruitcolourwas one of the first fruit quality objectives demanded by
markets. As this feature is conferred by carotenoid pigments (mainly lycopene and B-carotene)
with important antioxidant properties, the improvement of fruit colour has indirectly led to
the improvement of tomato nutritional and functional value. This situation justifies that
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breeding for improved carotenoid content is far more advanced than any other bioactive
compounds. The high colour variability present in genus Solanum section Lycopersicum
allowedthe first studies of diverse geneticvariants (natural mutants)forthis attribute (Table
2). Studies ontomato natural mutants for carotenoid accumulation and ontomatotransgenic
plants with different carotenoid biosynthetic pathway alterations has allowed a detailed
knowledge of the complete tomato carotenoid biosynthesis pathway (Figure 1) and its
regulation strategies.

Table 2. Mutants usedintomato breedingrelated to carotenoid accumulation.

Altered Mutant/gene Fruit Details
activity colour
r (yellow flesh) Yellow Null mutation of PSY-1gene arrests
fruits carotenoid synthesis and the yellow colour
isdue to rutin accumulation
t (tangerine) Orange Defective CRTISO enzyme. Prolycopene
fruits (orange colour) isaccumulated
og (old gold) and Intense Frameshift mutations originating defective
og°(old gold redfruits CYC-B Lycopeneisaccumulated atthe
Single step of crimson) expense of B-carotene
. ) B (Beta) Orange Mutationin the promoterof CYC-B gene
biosynthesis . . A
pathway fruits .(lncreased transcription). B -carotene
increases atthe expense of lycopene
Del (Delta) Orange LCY-E transcriptionisincreased, and more
fruits 6-carotene is produced at the expense of
lycopene
hp-3(high pigment  Intense Defective ZE mutant. Biosynthesis of ABA is
3) red fruits decreased, resultinginincreased plastid
division and higheraccumulation of
carotenoids
hp-1, hp-1* (high Intense Mutation of DD1 homolog. Altered light
pigment 1) red fruits regulation. Increased total carotenoids,
vitamin Cand polyphenols
hp-2, hp-2, hp-299 Intense Mutation of TDET1. Altered lightsignal-
Regulation (high pigment 2) red fruits transduction machinery. Increased total
carotenoids, vitamin Cand quercetin
Ip (Intense pigment) Intense Promotion of phytochrome signal

redfruits amplification. Increased soluble solids and
total carotenoids

In common red tomatoes, from the start of the maturing process (breaker stage) a high
increment in synthesis of the enzymes PSY [101], PDS [102] and CRTISO [103] occurs, which
resultsin a highincrementin the all-trans-lycopene synthesis (marked with thickness arrows in
Figure 1). At the same time, a strong repression of the synthesis of lycopene cyclases (enzymes
involved in the formation of 6C cyclic end groups) occurs [104]. Usually, in common red
tomatoes, only lycopene-B-cyclases, LCY-B [102] and the chromoplast specific CYC-B [105]
enzymes are present. The drasticdiminution of the lycopene-B-cyclases entails thatonlya low
amount of B-carotene synthesis at the expense of lycopene can be achieved (Figure 1).
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Consequently, the prominent carotenoid in mature fruits will be all-trans-lycopene, which
confersto theripe fruitsits typical red colour. Several natural mutant genes with altered steps
inthis biosynthetic pathway have been identified (Table 2). As a result, altered fruit carotenoid
profile and fruit colours are obtained [103,105-107]. In green tissues of the plant, the
carotenoid biosynthesis pathway does not stop with lycopene accumulation, butit continues
with the xanthophyll biosynthesis pathway (Figure 1) and neoxanthin would be the last
product synthesized, derivingin the abscisicacid (ABA) synthesis pathway [24].

Regulation of the carotenoid biosynthesis process can be done at three different levels. The
first level consists in the regulation of the initial amount of the precursor of the synthesis of
carotenoids (pre-pathway substrate regulation, Figure 1), the isopentenyl diphosphate (IPP),
which determines the total amount of carotenoids that can be synthesised. IPP may arise at
some developmental stages partly from the citoplasmic mevalonic (MVA) pathway [108], but it
is mainly synthesised through the methylerythritol-4-phosphate (MEP) pathway, apparently
bound to the plastidic compartment [109]. The first enzyme of MEP pathway, 1-deoxy-D-
xylulose-5-phosphate synthase (DXS), has been proved to catalyse the firstregulatory step in
carotenoid biosynthesis [110] and, consequently, highly influences the final amount of
carotenoids. This pre-pathway substrate regulation also can be altered by a reduction of ABA
synthesis which has as consequence anincrease of plastid division enabling higher biosynthesis
and accumulation of carotenoids [111]. This was observed in high pigment-3 (hp-3) mutants.
These mutants coding a defective zeaxanthin epoxidase (ZE) enzyme (Xanthophyll biosynthesis
pathway, Figure 1) which arrest ABA synthesis and, as explained above, increased carotenoid
accumulation.

A second level of regulation consists in the hormonal growth regulation of the fruit ripening
process (lightindependent regulation, Figure 1) which also plays a majorroleinthe control of
the described carotenoid synthesis pathway. During the ripening process, ethylene has a
strong positive control of the increment in the mRNA levels for the lycopene-producing
enzymes phytoene synthase (PSY) and phytoene desaturase (PDS), at the same time, the
mRNA levels of the genes for the lycopene B- and e-cyclases diminish and completely
disappear[104]. This explains that mutations affecting ethylene synthesis or perception, such
as longlife mutationsrin, nor, alg..., not only delay the normal ripening processalso result in
altered carotenoid content [112].

Finally, thereisathird level of regulation in which fruitlocalized phytochromesalso regulate
the extent of carotenoid accumulation [113]. Phytochrome responseto light presence enables
carotenoid synthesis that stopsin darkness, thus conditioning day-cyclical biosynthesis periods
(light-dependent regulation box, Figure 1). Several natural mutants present alterations in the
normal phytochrome regulation with enhanced global carotenoid content (Table 2): the
mutation high pigment-1(hp-1), and the allelichp-1*¥resultsinthe plantactingas perceiving
continuously the light [114]. The mutation high pigment-2(hp-2), and the allelichp-2 and hp-
2499 [115], affects the photomorphogenesis regulatory gene TDET1, and also affects the light
signal-transduction machinery [116]. Another mutant, Intense pigment (Ip) is implicated in a
promotion of phytochrome signal amplification [117,118].

All the breeding strategies targeted to improve carotenoid contentintomatotryto achieve a
gene combination enabling a higher accumulation of one or more carotenoids in a desired
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genotype with good agronomicperformance. Two main strategies canbe usedto doit: one is
the use of germplasm with a high potential to accumulate one or more antioxidantsas a gene
donorin orderto transferthem by conventional breeding programsandthe other the use of
advanced biotechnology to transferforeign genes (geneticengineering) toallow a beneficial
biosynthesis alteration of the desired antioxidant compound.

Both strategies can be complementary, and in fact genetic engineering can be used to avoid
the negative side effects of certain geneschanging their promotor (reviewed by Cebolla-Cornejo
et al. [112]). Nevertheless, the level of public scepticism in certain regions (e.g., Europe)
hinders the commercialization of transgenicvarieties [3] and commercial approachesareright
now based in conventional breeding programs.

In summary, the first approach involved the exploitation of natural diversity presentin the
genus (mainly genotypes with natural gene mutations identified in many studies and described
before) astheiruse asdonor parentsin conventional breeding programsfollowing different
hybridization strategies and selection generations. Following this approach, some of the more
successful fresh tomato cultivars developed carrying the Beta, B, gene withits modifier Beta-
modifier, moB (Figure 1) have been Caro Red [119] and Caro Rich [120] and the processing
tomato cultivar Caro beta [121]. These cultivars show orange fruits with B-carotene contents
up to 5 mg 100 g fw (roughly up to 10-fold the normal content in standard red cultivars).
Unfortunately, these orange fruited cultivars with high B-carotene content have not been
commercially successful, as consumers seem to prefer red tomato fruits.

Other approaches focused in the increase of lycopene content have obtained improved
cultivars using mutants old gold (og) and old gold crimson (og°) which inhibits the synthesis of
B-carotene by cyclisation of lycopene resulting in higher lycopene contents (up to 30% of
normal content) and lower B-carotene accumulations [122]. Tomato cultivars of the crimson
type have been successfully commercialized due to theirintense red pigmentationevenwhen
the fruits are not completelyripe. One of the problems of the use of mutants affecting single
steps of the biosynthesis pathway is thatthe increase in the level of one carotenoid is obtained
at the expenseof another, thus little effect can be expected fortotal carotenoid content. Thus,
mutants affecting the regulation of the pathway would have a more dramatic effect. In fact,
betterresults have been obtained with cultivars carrying both crimson and high pigment genes
(hp-1 or hp-2 alleles), as increments in the lycopene content up to 3- to 4-fold of common
cultivars has been obtained [124]. Although, some deleterious effects on seed germination,
plant vigour and yield have been associated with the high pigment mutants. The best
expectations where depositedin the use of Intense pigment (Ip) mutant gene. This gene allows
carotenoid accumulation similarto those of hp genes, but with lower deleterious effectsandit
isdominant (commercial hybrid development more interesting than with recessive genes as hp
mutants) [125].

Regarding the second breeding strategy, the high advancesinthe knowledge of the carotenoid
biosynthesis (metabolic pathway, precursors and regulation mechanisms) allowed the use of
thisinformation to obtain several experimentaltransgenictomato lineswithmodified genes
controlling some biosynthetic steeps. Most of this works try to emulate the carotenoid
biosyntheticperformance of some of the natural mutantsidentified, and some of them also try
to avoid undesirableside-effects foundin these mutants.
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One approach used has been the modification of isoprenoid precursor’s pathway (pre-pathway
substrate regulation)interveninginthe both mevalonate (MVA; [109]) and methylerythritol-4-
phosphate (MEP; [126]) pathways (Figure 1) trying to increase the total amount of carotenoids
increasing the levels of the precursor. Only transformation with gene encoding 1-deoxy-D-
xylulose-5-phosphate synthase (DXS) from Escherichia colito increase MEP pathway showed
interestingresults (2.2times higher B-carotene content).
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Figure 1. Carotenoid and xanthophyll biosynthesis pathway in tomato (adapted from; [24,110,112,122,123]). The
most important products and steps in carotenoid biosynthesis in common red tomatoes are underlined and marked
with thick arrows respectively. The three regulation mechanisms are indicated with 90° rotated boxes.

The most explored approach has been placed in the development of transgenic lines with
altered expression of the mostimportant enzymesin the carotenoid synthetic pathway with
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the objective to alter the carotenoid profile and to increase the content of certain of
interesting carotenoids. The focus was put on the enzymes phytoene synthase [127,128],
phytoene desaturase[129] and mainly on lycopene cyclases [105,130-134] due to theirrolein
the regulation of the whole pathway and its role in the partition of the main carotenoids
lycopene and B-carotene. Several strategies have been used: constitutive or selective
expression of foreign genes from several species and overexpressionorrepression of target
genes by several mechanisms, but results obtained were contradictory. To avoid these
problems, in recent years, a more refined strategy targeted to obtain a better expression of
transgenes using more selective and specificpromoters have been explored. Inthissense, the
characterization of the tomato PDS promoter [135], as well as S. habrochaites lycopene B-
cyclase (CYC-B) promoter[136] bringinformation to enhance the use of new transgenes. Other
efforts were targeted to use promoters which allows aselectiveexpression of transgenes in
fruittissuesand adequate developmental stages as occurs with fruit specificpromoters such as
ethylene responsegenes E8and E4m polygalacturonase and lipoxygenase, mainlyactingin the
late-ripening stage or the LA22CD07 and LesAffx.6852.1.Sl at in green and red-ripening fruits
[137].

Finally, the third approach used is based on the modification of some of the regulatory
mechanisms of the carotenoid biosynthesis pathway. In this sense, some transgenic
experimental lines tried to emulate the performance of high pigments mutants hp-1[114] and
hp-2 [138]. In this last case, the strategy used involved the suppression of
photomorphogenesis regulatory gene TDET1in fruits (using fruit specificpromoters combined
with a RNA interference approach based in inverted repeat constructs) to reduce negative
collateral vegetative effects, and gave interesting results. Other works were focused in the
development of transgenic experimental lines simulating performance of hp-3mutants. Inthis
sense, the down-regulation of ABA synthesis during ripening using an RNAi construct of the
SINCED1 gene driven by the fruit specific promoter E8 [139,140], caused a reduction in ABA
concentration, an increase of ethylene production and resulted in an increment in lycopene
and B-carotene contents.

4.2. Polyphenols

The polyphenol content of tomatoes has gained importance during the last decade.
Consequently, the achievements of breeding efforts still lag behind those obtained for
carotenoids. Nevertheless, quite a lot of information is available regarding polyphenol
biosynthesis in this crop. In fact, the polyphenol metabolic pathway has also been ascertained.
Several transcription factors related with the regulation of polyphenol biosynthesis have been
identified, but a lot of information regarding the spatial accumulation of polyphenols in the
fruitand how it can be revertedisstill required.

The phenylpropanoid biosynthetic pathway is the first step in the polyphenol biosynthesisand
it usesthe aminoacid phenylalaninefromthe shikimate pathway asinitial substrate (Figure 2).
This biosynthetic pathway is common for two of the main classes of tomato polyphenols:
hydroxycinnamicacids and flavonoids. The first step involves the conversion of phenylalanine
into trans-cinnamic acid using the enzyme phenylalanine ammonia lyase (PAL). The enzyme
cinnamate 4-hydroxylase (C4H) catalyses the conversion of the resulting product into p-
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coumaricacid. Atthis point, the flavonoid biosynthetic pathway continues with the conversion
of p-coumaric acid into 4-coumaroyl-CoA as a result of the action of 4-coumarate-CoA ligase
(4CL) [141).

Meanwhile the hydroxycinnamic acid pathway continues with the transformation of p-
coumaric acid into caffeic acid catalysed by the p-coumarate 3-hydroxylase (C3H) [142].
Chlorogenicacid, one of the main polyphenols presentin tomato [26], is formed from caffeoyl-
CoA, which is transesterificated with quinic acid by hydroxycinnamoyl-Coenzyme A:quinate
hydroxycinnamoyl transferase, HQT [143]. Caffeoyl-CoA would be obtained from 4-coumaroyl-
CoA in three steps involving the successive activities of cinnamoyl CoA shikimate/quinate
transferase (HCT), p-coumaroyl ester 3-hydroxylase (C3H) and HCT [144]. Finally, the third
main hydroxycinnamic acid in tomato, ferulic acid, would be obtained from caffeic acid with
the enzyme caffeicacid O-methyltransferase (COMT) [142].

On the otherhand, the core flavonoid biosynthetic pathway starts with the conversion of the
resulting 4-coumaroyl-CoA from the phenylpropanoid pathway into the yellow-coloured
naringenin chalcone [141]. This key reaction is performed by the enzyme chalcone synthase
(CHS) which begins with the condensation of one molecule of 4-coumaroyl-CoA with three
molecules of malonyl-CoA. In most plants, including tomato, chalcones are not the end-
product of the pathway. The enzyme chalcone isomerase (CHI) isomerizes naringenin chalcone
into the flavanone naringenin. Finally, the core flavonoid intermediates pathway finishes with
the formation of the dihydroflavonol dihydrokaempferol as a result of the action of the
flavanone 3-hydroxylase (F3H). From this central intermediate, the flavonoid biosynthetic
pathway diverges into several side branches, each resulting in a different class of flavonoid
[141].

One of the most important classes of flavonoids in tomato are flavonols [26,149], which are
synthesised from dihydrokaempferol. The three more important in tomato are kaempferol,
guercetin, and myricetin. The three are formed from the corresponding dihydroflavonol, and
have dihydrokaempferol as astarting point.

Flavonol synthase (FLS) catalyses the direct conversion of dihydrokaempferol into kaempferol.
On the other hand, with dihydrokaempferol as substrate, the enzymes flavonoid 3’-
hydroxylase (F3’H) and FLS would produce respectively dihydroquercetin and quercetin [ 147].
Quercetin is especially important in tomato, as it is the base for the formation of rutin. This
quercetinglycoside is quite abundantintomato [32], and it is obtained from quercetin by the
action of the enzymes glucosyltransferase (GTF) and rhamnosyltransferase (RTF) [146].

The third flavonol, myricetin, would be derived in from dihydroquercetinin two steps. The first
one catalysed by flavonoid 3'5’-hydroxylase, F3’5"H [145], would produce dihydromyricentin
which would be converted into myricetin by FLS. Moreover, myricetin could also be directly
obtained from dihydrokaempferol by means of the action of F3'5'H and FLS [145-147].

Anthocyanins are not naturally accumulated in the tomato fruit, but as it will be shown,
interspecificcrosses can restore this pathway in the fruit. Their synthesis would start from the
three commented dihydroflavonols. Dihydroflavonol 4-reductase (DFR) would catalyse the
conversion of dihydroflavonols into flavan-3,4-diols, which would be then transformed into
anthocyanidins by anthocyanidin synthase (ANS). The final step would requirethe addition of
sugars to form anthocyanins, which are anthocyanidin glycosides [141,144]. The main
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anthocyanins presentintomato would be derived from three anthocyanidins: delphidin, that
would be synthesised following this scheme from dihydromyricetin, cyaniding from
dihydroquercetin and pelargonidin from dihydrokaempferol. Other anthocyanidins would be
derived from these. For example, delphinidin can be methylated on its 3’ hydroxyl group to
form petunidinoronboth its 3’ and 5’ hydroxyl groups to form malvidin [150].

As in the case of carotenoids, several mutants have been identified regarding polyphenol
accumulation (Table 3), and those more used in breeding programs are related to the
regulation of the pathway. It seems that CHI plays a central role in the rate determiningstepin
the production of flavonols [151]. In fact, its over-expressionincreases dramatically the levels
of flavonols at the expense of naringenin chalcone [33]. Ballester et al. [152] suggested that
uponripeninganincrease inthe expression CHS expression and a coordinated decrease in the
expression of CHl would resultinthe accumulation of naringenin chalconeandinalimitation
of flavonol contents. Previously, Willits et al. [153] suggested that the lack of expression of CHI
in the peel of the fruit, probably caused by a mutation in a fruit specific promoter would
explain the high levels of naringenin chalcone in this tissue. The authors also assumed that
cultivated tomato would have lost the expression of CHI in the peel in an early step of the
domestication process.

Naringenin chalcone is one of the prominent polyphenols in tomato. Its accumulation in the
peel givesayellow colourthatin combination with red flesh resultsin an external red colour of
the fruit. Several tomato landraces are characterized by an external pink colour, resulting from
the lack of accumulation of naringenin chalcone and a consequent transparent peel. The
evaluation of introgression lines of Solanum chmielewskiiin tomato enabled the identification
of the gene responsibleforthis mutation (yellow, y), initially described in 1925 [154]. This gene
encodes SIMYB12, a transcription factor involved in the regulation of the phenylpropanoid
and/orflavonoid pathway [152].

The expression of the Arabidopsis form AtMYB12 in tomato induced primary and secondary
metabolism, binding directly to the promoters of different genes encoding enzymes of the
primary metabolism such as 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase, DAHPS,
and plastidial enolase, ENO [155]. DAHPS is a key determinant if the flow of the shikimate
pathway. Afirststep needed forthe accumulation of phenylalanine, asubstrate necessary for
the flavonoid pathway. Additionally, it would also bind to promoters of genes related enzymes
participating in the flavonoid pathway (PALS5A, PAL5C, PAL5D, CHS1 and F3H). As result a
dramaticincrease in flavonol and hydroxycinnamatesis observed, reachingup to 10% of fruit
dry weight.

Pandey et al. [156] also expressed constitutively AtMYB15, obtaining similar results. In this
case, 305 unigeneswereupregulatedinthe fruittissueand 419 downregulated. Specifically,
several enzymes of the flavonoid pathway were upregulated, especially CHS (300-fold
enhanced expression in the fruit) and FLS (300-fold enhanced expression in the fruit).
Additionally, genes involved in ethylene biosynthesis and signalling, ABA, auxin and Ga
signalling were also modulated. Primary metabolism was also altered, and a differential
regulation of genes involved in aromatic amino acid biosynthesis and carbohydrate
metabolism was observed. Probably this modulation may be related tothe elevated demand
of C-source to supportthe enhanced biosynthesis of polyphenals.
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Figure 2. Polyphenol biosynthesis pathway in tomato (adapted from [141,142,145-148]. Broken arrows indicate

common pathways in plants, which would probably apply to tomato. Solid lines confirmed in tomato.

Recent transcriptome analysis has identified additional transcription
regulation of the pathway [157]. At least 20 transcription factors

factors involved in the
would correlate with

expression of genes participatingin the flavonoid biosynthesis pathway. As expected, SIMYB12

is included in this set. Other examples include LIM, which is highly correlated with the
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expression of genes involved in both the biosynthesis of ascorbic acid and flavonoids, and
other MYB and bHLH genes.

Table 3. Mutants usedintomato breedingrelated to polyphenol accumulation.

Altered Mutant/gene Fruit colour Details
activity

Mutation of SIMYB12, transcription
factor involvedinthe regulation of

Y (yellow) Pinkfruits phenylpropanoid/flavonoid
pathway. Lack of accumulation of
naringenin chalcone in fruit peel
Probable regulation of

Aft (Anthocyanin Purple flavonoid/anthocyanidin synthesis
) fruits in fruits. Increased levels of
fruit) (external) flavonols, delphinidin, malvidin and
petunidin
Purple
Abg (Aubergine) fruits Possible allele of Aft.
(external)
Regulation Possible role inthe phytochrome
Light phyB1highirradiance response
atv (atroviolacea) purple pathway. Strong accumulation of
fruits anthocyaninsinvegetative parts.

(external) Small effectonfruit, butithas

synergiceffects with Aft

Mutation of DD1 homolog. Altered
hp-1, hp-1* (high  Intensered lightregulation. Increased total

pigment 1) fruits carotenoids, vitamin Cand

polyphenols

Mutation of TDET1. Altered light
hp-2, hp-2, hp-2?9  Intensered signal-transduction machinery.
(high pigment 2) fruits Increased total carotenoids,

vitamin Cand quercetin

The expression of endogenous genes encoding key enzymes of the flavonoid pathway (PAL,
CHS, CHI, F3H and FLS) in tomato pericarp and collumela tissues has been found to be under
detection limits [146]. This lack of expression would explain the low amounts of flavonoids
foundinthese tissues. The expression of these genes can be achieved. Forexample, an overall
increase inflavonol accumulation in the wholefruit was achieved with the expression Lc and
C1 transcription factors from maize [151]. In this case, a clear over-expression of genes
encoding CHS and F3H was observed, suggesting that the expression of these two genes would
be necessary toimprove flavonoid accumulation in tomato flesh. Other studies confirmed that
the expression of the gene encoding FLSwould also be required alterall [34]. Infact, the joint
over-expression of genes encoding CHS and FLS would be required to pull the carbon flux
towards the accumulation of flavonols [146].

Regardingthe light regulation of the pathway, Giuntini et al. [158] showed that UV-B radiation
differentiallyaffects the expression of genes of the flavonoid pathwayandresults in altered
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content of flavonoids and hydroxycinnamicacids. The conventional cultivar Esperanza showed
higherlevels of naringenin chalcone, quercetin and rutin and of sinapic, caffeic, ferulicand p-
coumaric acids in the flesh of UV-B shielded fruits at the red ripe stage, while in the high
lycopene cultivar DRW5981 limited effects were observed at this stage, especiallyfor flavonoid
content. Inthe conventional cultivar Esperanza, the expression of genes encoding CHS and CHI
expression was higherand thatcorrespondingto F3H and F3'H was reduced in UV-B shielded
fruits. In both cultivars, carotenoid accumulation followed the same response of flavonoid
accumulation. Inthe high lycopene cultivar DRW5981 several genes of the flavonoid pathway
were upregulatedin the fruit flesh with the exception of CHI. As a resulta dramaticincrease in
naringenin chalcone and amodestincrease in quercetin were observed.

As commented in the carotenoid section, the high pigment (hp) tomato mutants also affect the
light regulation of flavonoid synthesis. This overproduction of bioactive compounds is also
associated withincreased plastid biogenesis and therefore plastid-accumulating metabolites
would be expected (reviewed by Azari et al. [159]).

The increase inthe accumulation of flavonoids in conventional breeding programs, excluding
genetic engineering has offered limited results. In fact, the analysis of different tomato
germplasm for flavonol accumulation offered limited levels of variation (up to 10-fold).
Quercetin in hydrolysed peel extracts varied between 6.3 and 64.9 ug g™ fw, but the highest
levels only represented a 2.5-fold increase compared to a standard commercial variety [34].
Similar levels of variation have been found by other authors, with the highest levels been
found in the smaller cherry tomato fruits originating from sunny climates [35]. The limited
variation found in the cultivated tomato suggested that it would be difficult to improve
flavonol accumulation via conventional breeding.

Nevertheless, the use of the primary gene pool has enabled the identificationand use of wild
species from the Solanum section lycopersicum as sources of variation. Following this
approach, tomato flavonoid content has been increased using the wild tomato species
Solanum pennellii Correl, in order to restore the flavonoid pathway in fruit flesh. With this
objective, germplasm expressing chalcone isomerase in the flesh was selected and usedin the
development of hybrids with the cultivated species with higherlevels of quercetin diglycoside
[153].

Something similarhappened with the improvement of anthocyaninsintomato. Infact, in the
cultivated species anthocyanins are not produced in the fruit, but as a result of interspecific
crossed in breeding programs, several mutants with anthocyanin accumulation in the fruit
have beenidentified. The three mutants that canlead to increased anthocyanin contentinthe
peel of the fruitare Anthocyanin fruit (Aft) Aubergine (abg) and atroviolacea (atv).

The Anthocyanin fruit, Aft, mutant was identified in crosses with Solanum chilense Dunal. This
gene is located in chromosome 10 and its presence in tomato leads to increased levels of
delphinidin, malvidin and petunidin, as well as higherlevels of the flavonols quercetin, 3.6-fold,
and kaempferol, 2.7-fold [37].

Sapiret al. [37] provedthat Aft fruits not only showed high levels of anthocyanins in the skin
and outer pericarp of the fruit, butalso of the flavonols quercetin and kaempferol. They also
showed that Aft is encoded by a single locus on chromosome 10 fully associated with
Anthocyacin1(Antl1).Slantlwas discoveredinaT-DNAinsertional mutagenesis program and
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was identified as a MYB transcription factor. Vegetative tissues of Slantl showed intense
purple colour and fruits displayed purple spotting on the epidermis and pericarp. The
overexpression of Slantl upregulated genes encoding enzymes of early and later steps of
anthocyanidin biosynthesis as well as genes involved in the glycosylation and transport of
anthocyanins into the vacuole [160]. It seems that the original allele from S. chilense ScAnt1
would be more efficientinthe production of anthocyanins than the tomato counterpart [161].

The Ant1 paraloggene SIAn2, similarto Petuniaanthocyanin2, is found in chromosome 10 and
has also been related with the Aft mutant. SIAn2 encodes an R2R3-MYB transcription factor
and itsoverexpressionintomato resultsinincreased anthocyanin accumulation in fruit peel
[162]. Additionally, overexpressing fruits display ripening related phenotypes, with enhanced
ethylene levels, reduced carotenoid accumulation and faster fruit softening. In fact, the
authors found a concomitant accumulation of Rin (Ripening inhibitor) transcripts suggesting
that the functions of SIAn2and Rin may be related. It has beenrecently studied that between
SIAnt1 and SIAn2 only the latter acts as a positive regulator of anthocyanin synthesis in
vegetative tissues under high light orlow temperature conditions [163].

The Aubergine (Abg) mutant was identified in a cross with Solanum lycopersicoides [164]. This
gene also relies in the chromosome 10 and it may be allelic to Aft. The difficulties in the
management of S. lycopersicoides introgressions has hindered the development of allelic
studies to confirm or discard this relation. In this sense, a paracentric inversion has been
identified in the longarm of chromosome 10 of S. lycopersicoides, resultinginthe absence of
recombination eventsinthis segment [165].

The recessive gene atroviolacea (atv), mappingin chromosome 7, was identified in asegregant
population S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg [166]. It has a strongest effect on the
accumulation of anthocyanins of vegetative tissues and has a limited effect on the fruit. The
atvmutant shows an exaggeratedresponseinthe red broad band light, suggesting specificity
for the phytochrome phyB1lhighirradiance response pathway [167]. Thus, this mutation per se
has no important effect on the accumulation of anthocyanins on the fruit. Nonetheless, it has
been provedthatinthe double homozygous mutants Aft Aft atv atv asynergisticeffect of both
genes arises on the transcription of specific genes of the anthocyanin pathway, resultingin
higher anthocyanin contents than in the individual mutants [168]. This effect also applies to
the combination Abg with atv. Infactthe best combinationstoimprove anthocyanin content
inthe fruitinclude Abg_atvatvand Aft Aftatv atv in small fruits, with contentsupto 415 and
116 mg 100g* fw respectivelyinthe epidermis and subepidermis [36].

Another mutant, anthocyanin free (af), was identified in the fifties as a mutagenesis variant
characterized by the lack of anthocyanin production in all plant tissues. Recently, Kang et al.
[169] showed thatafencodes SICHI1, but complementation assays demonstrated that SICHI1
not only complements flavonoid synthesis in the af mutant, butalsocomplementsadefectin
terpenoid production, suggestingalink between both pathways.

None of these mutants result in the accumulation of anthocyanins in the fruit flesh.
Alternatively, tomatoes with purple flesh have been obtained viageneticengineering. In this
sense, the transcription Del and Ros1 have been involved in the activation of the flavonoid
pathway intomato [147], as the expression of these factors from Antirrhinumresulted in the
accumulation of purple anthocyaninsin both peelandflesh. It seems that these factorswould
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stimulate the transcription of the genes encoding PAL, CHl and F3'5’H. This upregulation of the
flavonoid pathway and the opening of the anthocyanin gate (F3'5'H) resultedin anthocyanin
levels up to 3 mg g fw. Another possible success of the combination of both transcription
factors may be related with the upregulation of genesinvolved in the side chain modification
of anthocyanins and genes associated with the transport and accumulationinvacuoles [170].
Later works with the same genes obtained higherlevels up 5.2 mg g dry weight (dw), with
petunidin-3-(trans-coumaroyl)-rutinoside-5-glucoside and delphinidin-3-(trans-coumaroyl)-
rutinoside-5-glucoside representing an 86% of the total anthocyanins [171].

The enzyme F3'5'H would be in fact a key enzyme in restoring the accumulation of
anthocyanins in tomato. In fact, the absence of anthocyanins in LC/C1 fruits was attributable
primarily to an insufficient expression of F3’'5'H, in combination with a strong preference of
the tomato dihydroflavonol reductase (DFR) to use dihydromyricetin as a substrate [151].

4.3. Joint Accumulation of Carotenoids and Polyphenols

Following the objective of maximizing the functional value of tomato, several efforts have
been made in orderto maximize the accumulation of carotenoids and polyphenolsinthe same
material. As stated in the carotenoids section, the use of the high pigment (DDB1:hp-1, hp-1",
DET1: hp-2, hp-2, hp-279) mutants enables animprovementin the accumulation of both types
of bioactive compounds. Lines carrying hp-1apartfromincreased carotenoid levels can show
13-fold higher levels of quercetin [172]. Long et al. [173] also found higher levels of
chlorogenicacidin hp-1-lines (4.3-fold) and similarlevels of hydroxycinnamicacids compared
to a standard variety. The hp-2%increased the level of quercetin aglycone 3.2-fold at the red
stage, while the differences were notsignificant for naringenin chalcone[115]. It is not clear
the connection of the two pathways, but considering that vitamin C contents are also higherin
hp-1and hp-2plants [115,174] itcould be possible thatthe expression of these alleles would
trigger stress tolerance mechanisms activating the overproduction of antioxidants. Although
both pathways seem to be completely independent, surprisingly, the combination of
anthocyanin mutants with carotenoid defective mutants (Beta, B, and yellow flesh, r) resultsin
lowertotal anthocyaninlevels [36].

High pigment mutants have also been used in combination with anthocyanin synthesising
mutants. Following this strategy, double homozygotes for Aftand hp1 displayed a more than
additive effect on the accumulation in anthocyanins and flavonols, with 5-, 19-, and 33-fold
increase inthe content of petunidin, malvidin and delphinidin respectively [37]. Mes et al. [36]
also obtained higheranthocyanin levels combining Aftand hp-1, thoughthe levels obtained
were lowerthan the combination Aft-atv.

Stacking carotenoid and anthocyanin related genesis currently being used in the development
of new cultivars with enhanced functional value. As an example, Sestari et al. [175] stacked the
genes hp-2, Aft and atv into a commercial cultivar of cherry tomato. Cherry cultivars are
selected due to their high ratio surface to volume, as carotenoids and polyphenols tend to
accumulate inthe external layers of the fruit, and more lightis received by the peelincreasing
anthocyanin synthesis.
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5. Conclusions

Itisdifficulttoestablish aclearlink between aspecificcomponent of a complexdiet with the
prevention of different types of cancer. Especially, when their efficiency may depend on the
matrix in which the bioactive compound is present. Consequently, supplementation studies
may differ from their natural ingestion in food. Despite these difficulties, carotenoids and
polyphenols have proved in different studies to play a role as functional compounds in the
prevention of cancer. In this context, despite not outstanding forits nutritional value, the high
level of consumption of tomato all year round makes it an important source of bioactive
compounds. During the last decades, efforts have been placed inthe breeding sectorin order
to develop new functional tomato varieties with increased levels of carotenoids and
polyphenols. These materials would represent an alternative toisolated compounds found in
dietary supplements, with the benefits of synergetic effects of these molecules with other
phytochemicals presents in the natural matrix. The use of high pigmentgenesincombination
with a restoration of anthocyanin accumulation in the fruit, especially in smaller materials such
as cherry varieties, may represent a promising alternative to increment the intake of these
bioactive compounds in their natural matrices in the near future. These new materials will
obviously be an interesting tool to be combined with other recommendations in order to
preventorevento contribute to delay the progression of cancer.
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Sci. Hortic. 2014, 175,111-120.
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1. Introduction

Regular consumption of fruit and vegetables has been assaci-
ated with reduced risk of certain types of cancer, cardiovascular
diseases and other functional declines associated with ageing and
modenn lifestyle. It seems that phenolic compounds may play an
important role in the antioxidant activity found in these products
{Liu, 2003). Several epidemiological studies have shown 2 direet
relationship between the intake of fruits, vegetables and their
products, which are rich in polyphenols and  protective efect
against these diseases (Arts & Hollman, 2005 Petti & Seully. 2009)

Folyphenols are sr:mndaly plant metabolies widely distributed

¢ tissues, being usually accumulated in fruit skins (Torres,
Davies, Yanez, & Andrews, 2005). The polyphenol profile and con-
centration depend largely on the species considered. For instance,
in tomato (Solarurm lycopersicurm L), d is the main
phenolic acid, and the main flavonoi naringenin and
myricetin (Helmja, Vaher, Piissa, Raudsepp. & Kaljurand, 2008
Martinez-Valverde, Periago, Provan, & Chesson, 2002; Sakakibara,

el 434 064720403:
E-mail nddres: rosello@ug s (5. Rasedl6).

e oL org/ 10,1016/ Ioodchem 201407151
0308-8146/e 2014 Elsevier Lud. All rights reserved.

Honda, Nakagawa, Ashida, & Kanazawa, 2003) On the other hand,
in bell pepper the main flavonoids and phenalic acids are quercetin

d dits glyco-
sides; eggplant chiorogenic and ferulic acids; orange hesperidin
and naringenin glycosides, etc. (Miean & Mohamed, 2001:
Sakakibara et al. 2003).

Consumers are aware of the functional characteristies of agri-
cultural food products, and more consumers choose foods consid-
ering their healthy characteristics. Thus, there is an increasing
attention in the development of new anticxidant-rich
via breeding programs (Goldman, 2011) A great effort has
been done in the case of carotenoids, and right now phenalic com-
pounds are receiving more attention. In order to
programs to a this target or to develop q
food products, it is necessary the presence of rapid and inexpensive
analytical procedures for the quantitation of the main flavonoid
and phenolic acids present in each species.

Several analytical methods have been published for the deter-
mination of these compounds in food samples. The most widely
used are based on reversed-phase high-performance liquid chro-

HPLC) coupled
(LC-MS) or tandem mass spectrometry (LC- Msst)[aaum aa
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Fast simultaneous determination of prominent polyphenols in vegetables and fruits by
reversed phase liquid chromatography using a fused-core column

Raul Marti*, Mercedes Valcdrcel’, José Manuel Herrero-Martinez?, Jaime Cebolla-Cornejo?,
Salvador Rosell6*”

1Departmentde Ciéncies Agraries i del Medi Natural, UniversitatJaume |, Avda. Sos Baynats/n,
12071 Castellon, Spain

2Instituto Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV).
Universitat Politéecnica de Valéncia, Cno. de Vera, s.n. 46022 Valencia, Spain

3Departamento de Quimica Analitica. Universitat de Valéncia, Dr. Moliner, 50, 46100 Burjassot,
Spain

Abstract

A reversed-phase high-performance liquid chromatography method with photodiode array
detection has been developed enabling the joint determination of 17 prominent flavonoids
and phenolic acids in vegetables and fruits. A multi-segmented gradient program using a
fused-core column for the separation of several phenolic classes (phenolic acids and
flavonoids)has been optimized. The influence of extraction conditions (sample freeze-drying,
ultrasound extraction, solvent composition and extraction time) has been also optimized using
response surface methodology with tomato samples as a model. Complete recoveries (76-108
%) were obtained for the phenolic compounds present in tomato. The developed method
provided satisfactory repeatability in terms of peak area (RSD< 2.9 %) and retention time (RSD
< 0.2 %) both for standards and real samples. Detection limits ranged between 3and 44 ug kg
for the detected polyphenols. This method is recommended for routine analysis of large
number of samples typical of production quality systems or plant breeding programs.

Keywords: Functional quality; HPLC-DAD; food; ultrasound-assisted extraction; response
surface methodology.
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bining MEKC and DAD detection. The influence on polyphenal separation of pH and background elec-
trolyte, BCE (borax, acetonitrile, methanal and SDS concentrations), was sudied and optimized using
response surface methodology and weighted desirability function. Separation of polyphenols was

achieved within 20min a 15 °C using 11.3 mM barax and 11.2 mM SOS adjusted to pH 8.5 as BGE.
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Validation was performed using standards and tomato extracts. Recoveries ranged from 77 to 106%.
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1. Introduction

Over the last decades, consumer demands in the fond sector
have changed, and consumers are increasingly conscientious of
the contribution of food to their health (Siré, Kipolna. Kipolna. &
Lugasi, 2008). In the case of vegetables, health and nutritional
value still scores relatively low in terms of importance during the
purchase and consumption processes, but consumers with a high
awareness of the relationship between food and health confer

panding author.
Emuil addresses: manir@ujies (R Mart. valearceQujies (M. Valcsreel)
jrherser@n.es (M. HerreromMartinez). jaicecor@bet upv.cs (| Cebolla-Camejo),
roselloujies (S. Rosells).
* Equal contribtion

et oo 101016 foodchem 2016.10.105
Q308-8146/€: 2016 Hsevier Led, Al ights reserved.

significantly more impertance to these credence attributes
(Ragacrt, Verbeke, Devlieghere, & Debevere, 2004) In this context,
mare emphasis is placed in the development of breeding programs
targeted to increase the concentration of bioactive compounds in
vegetables (Gokdman. 2011)

‘Aithough tomato does not stand out for its high concentration
in bioactive compounds, the high levels of tomato intake
around the World position it as one of the main sources of chemo-
protective compounds in the diet {Chun et al, 2005} Although
carotenoids and vitamin C are present in tomata at higher
<concentrations, polyphenols have gained attention during the last
decade as key clements determining the functional value of
tomato. Their high

justify
in tomato and the phe

noid content (llahy, Hdider, Lenucci, Tlili, & Dalessandro, 2011).
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Simultaneous determination of main phenolic acids and flavonoids in tomato by micellar
electrokineticcapillary electrophoresis
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Abstract

A methodology for the determination of tomato phenolic acids and flavonoids has been
developed combining MEKC and DAD detection. The influence on polyphenol separation of pH
and background electrolyte, BGE (borax, acetonitrile, methanol and SDS concentrations), was
studied and optimized using response surface methodology and weighted desirability function.
Separation of polyphenols was achieved within 20 minutes at 152C using 11.3mM borax and
11.2mM SDS adjusted to pH 8.5 as BGE. Validation was performed using standards and tomato
extracts. Recoveries ranged from 77 to 106%. Acceptable repeatabilities were obtained for
peak area (%RSD < 3.1% and < 3.7%) and migration times (%RSD < 0.2% and < 1.4%) for intra-
and inter-day respectively. Detection limits ranged between 0.8 and 3.8 mg kg™. Five and
seven of these polyphenols weredetermined in samples of tomatoandrelated species. This
methodology will be valuable tool in breeding programs, analyzing alarge number of samples.

Keywords: Functional quality; MEKC; Plant breeding; Polyphenol; Response surface
methodology.
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1. Introduction

Consumer awareness on the role of food in the improvement of
health and in the prevention of many age-related diseases is

becoming increasingly important. In this context, the main goal
of aging research in not centered only in increasing lifespan but
to improve during life. Consequently, the development of

better foods has become a major goal for the food industry. The

 Comesponding suthor.
sex: martir@ujics (R
atiasaes (1. Laboa), car i
(). Cebolla-Cornejo, rosclod
" These authoes contributed equaly to the work.

hinp: e doiorgf10.101 6, foodchem 2017.06. 102
03088145/ 2017 Exsevier Lt All rights reservel

fruit and vegetable market is well aware of these demands and
tries to supply foods with increased levels of chemoprotective
compounds and reduced levels of pesticides and. at the same time.
assuring a production with a minimal impact on the environment.

Tomato (Solanum lycapersicum L) is one of the most consumed
wvegetable worldwide, both fresh and processed. Although tomato
does not outstand for its nutritional value nor for the content of
chemoprotective compounds, it has become one of the main con-
tributors of healthy companents to diet considering the high con-
sumption levels of this product (Churs ct al, 2005). Among tomato,
chemoprotective compounds, carotenoids, polyphenols and vita-
min C play an important role in this species.

. id: il of t 1 L

pene is the most abundant carotenoid and its concentration ranges
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Polyphenol and L-ascorbic acid content in tomato as influenced by high lycopene genotypes
and organic farming at different environments
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1These authors contributed equally to the work

Abstract

The accumulation of polyphenols and L-ascorbic acid was evaluated under conventional
(integrated pest management, IPM) and organic farming, as means to increase the
accumulation of chemoprotective compounds. The effect of genotype was considerably higher
than the growingsystem, infactitis determining. ‘Kalvert’, ahigh-lycopenecultivar, outstood
for the accumulation of most polyphenols, though low-carotenoid cultivars with high
accumulation were also detected. Organicfarmingsignificantly increased the levels of caffeic
acid by 20%, butreduced those of ferulicacid and naringenin by 13% and 15% respectively. A
strong interaction with the environment was detected: in Navarra the differences were
limited, whilein Extremaduralower contents of ferulicacid and higher contents of chlorogenic
acid and rutin were foundin organicfarmingfor certain cultivars. The effect of organicfarming
on L-ascorbicacid was dependenton cultivarand environmentanditonlyledtoan increasein
Extremadura by 58%.

Keywords: Solanum lycopersicum L.; Organicfarming; L-ascorbicacid; Functional quality.
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Abstract: The effect of controlled deficit irrigation (CDI) on the
accumulation of carotenoids, polyphenols and L-ascorbic acid was studied
in conventional and high lycopene tomato cultivars. Plants were initially
irrigated to cover 100%ETc and after the fruit set phase, the dose was
reduced to 758 or 50% of ETc. CDI had no significant effect on the
accumulation of carotenoids, while it increased the levels of the
hydroxyeinnamic acids chloregenic and ferulic acids, the flavoneid rutin
and L-ascorbic acid. Nevertheless, there were important interactions and
this effect was highly dependent on the year and site of cultivation
Certain growing areas would be more favorable to supply high quality
markets, and, fortunately, CDI would maximize polyphencl (L00-754ETc) and
Leascorbic acid (100-50% ETc) in these areas. A combination of the best
genotype and growing area with CDI would offer high quality products,
preserving a scarce resource: water.
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Abstract

The effect of controlled deficitirrigation (CDI) on the accumulation of carotenoids, polyphenols
and L-ascorbic acid was studied in conventional and high lycopene tomato cultivars. Plants
were initiallyirrigated to cover 100%ET. and afterthe fruit set phase, the dose wasreduced to
75% or 50% of ET.. CDI had no significant effect on the accumulation of carotenoids, while it
increased the levels of the hydroxycinnamicacids chlorogenicand ferulicacids, the flavonoid
rutinand L-ascorbicacid. Nevertheless, there wereimportantinteractions and thiseffect was
highly dependent on the year and site of cultivation. Certain growing areas would be more
favorable to supply high quality markets, and, fortunately, CDI would maximize polyphenol
(100-75%ET,) and L-ascorbic acid (100-50% ET.) in these areas. A combination of the best
genotype and growing area with CDI would offer high quality products, preserving a scarce
resource: water.

Keywords: carotenoid, polyphenol, ascorbic acid, high-lycopene cultivar, Solanum
lycopersicum
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La agriculturaespaiola, ylaeuropeaengeneral, dificilmente puede competir conlos menores
costes laboralesy exigencias medioambientales de otros paises. Es portanto necesariobuscar
alternativas que permitan justificar de caraal consumidor un mayor preciode venta debido a
los mayores costes productivos. Se trata de buscar un valorafiadidoligado aun diferencial de
precio que permitadotar de competitividad al sector.

Por otro lado, el consumidoreuropeo estd cadavez mas preocupado porlos posibles efectos
sobre lasaluddelasdietasy engeneral de los productos que ingiere. Laidentificacion de un
valor funcional elevado podria a la vez responder a las demandas de los consumidores
respecto un producto funcional que ayude a preveniry combatirenfermedades degenerativas
y por otro lado dotar a la produccidn de un valor afiadido. De esta forma tanto productores
como consumidores europeos se verian satisfechos en sus demandas y necesidades.

Para abordar este reto seria necesario responder a dos preguntas. La primera seria si
realmente disponemos de productos agricolas que tengan un valorfuncional yque se puedan
llevaramercado. Dentro del sector hortofruticola el tomate podria representarun modelo de
comercializacion de variedades y condiciones de cultivo que maximicen el valor funcional. Esto
esasi por dosrazones, laprimeraes por su elevado nivel de consumoylasegunda porque ya
existen nichos de marcado dispuestos a pagarun diferencial de precioacambiode una mayor
calidad (Cebolla-Cornejo etal., 2007).

Una vez identificado un posible producto, hay que considerar que el desarrollo de la
Regulacién Europea 1927/2006 (DOUE, 2006) establece que, con el fin de proteger al
consumidor, es necesario que las propiedades saludables que se definan en el etiquetado y
comercializacion de los alimentos sean demostrables. Este es un aspecto clave para poder
justificar la identificacion por parte del consumidor de aquellos productos con mayor valor
funcional. Porello, enlaprimeraparte de la presente tesis ha pretendido darrespuestaa esta
preguntaérealmente el tomate puede ayudara prevenirenfermedades de tipodegenerativo
como, por ejemplo, el cancer? La respuesta es que si. Se han revisado numerosos trabajos
relativos al estudio de cohortes que demuestran que a pesarde las reticencias mostradas por
la Food and Drug Administration de los EE.UU. (Kavanaugh et al., 2007), los carotenoides y
polifenoles presentes en tomate realmente tendrian un papel enlaprevencién y contencién
del desarrollo de determinados tipos de cancer (Marti et al., 2016).

Precisamente porello se han desarrollado nuevas variedades que permiten elevar el contenido
bien de determinados carotenoides, actuando sobre pasos concretos de laruta de biosintesis,
bien del contenido global, actuando sobre la regulacién de la ruta y la generacién de los
plastidios (Cebolla-Cornejo et al., 2013). Con mayor retraso, también se dispone de estrategias
gue permitan acumular antocianinas en la parte exterior del fruto o incluso recuperar la
expresion de larutade sintesis de flavonoides en la pulpadel fruto (Martiet al., 2016).

Una vez disponiendo de un modelo como el tomate, con posibilidades de ofrecer un mayor
valorfuncional enfuncion del material vegetal seleccionadoy con pruebas acerca del posible
beneficio para la salud, cabe hacerse la segunda pregunta: érealmente hay un mercado
dispuesto a pagar un mayor precio por alimentos funcionales mas allddel sector |acteo? Esta
preguntaya se ha respondido en sectores afinesy parece que hay posibilidades mas allade los
lacteos enriquecidos. Por ejemplo, Barreiro-Hurlé et al. (2008), considerando el mercado
espafiol de vinosy las posibilidades comerciales de vinos con mayor contenido en resveratrol,
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sugirieron que efectivamente existe un mercado en el que lavoluntad de pagar undiferencial
de precio por mayor valor funcional llega a ser tan importante como el envejecimiento,
destinado a mejorar la calidad organoléptica del producto. No sélo los consumidores estdn
valorando cada vez mas este aspecto en frutas y hortalizas, sino que incluso los gobiernos
empiezanadarse cuentade que la promocidn de alimentos funcionales permitiriarebajar los
gastos en sanidad (Sun-Waterhouse, 2011). En el caso del tomate se han desarrollado estudios
similares con resultados que confirman la voluntad de pagar un diferencial de precio por un
mayor valor funcional en tomate. Asi, ya en 2002, en uno de los estudios mas amplios
realizados en Canadd, West et al. (2002) demostraron que el consumidor estaba dispuesto a
pagar hasta 0.66S extra por lata de tomate triturado a cambio de mayores propiedades anti-
cancerigenas.

Una vez comprobado que efectivamente el tomate alna todos los requisitos para poder
desarrollar un valor afladido basado en la calidad funcional, el objetivo debe centrarse en la
obtencion de materiales que realmente satisfagan ese valor afiadido. La forma natural de
hacerlo consiste l6gicamente en seleccionar el material vegetal que potencie al maximo la
acumulacién de compuestos funcionales como lavitaminaC, los carotenoidesylos polifenoles
y por otro lado cultivarlos en condiciones que permitan explotar al maximo el potencial
genotipico. Es cierto que en estos momentos se dispone de variedades alto licopeno
desarrolladas mediante distintas estrategias que pueden representar el materialidéneo para
lograr este objetivo. Sin embargo, no deja de ser cierto que la mayor acumulacién de
carotenoides puede conllevaruna considerable menor produccidn, de hastael 28%, respectoa
materiales convencionales (Lahoz et al., 2016a). Es por ello, que sigue siendo necesario
continuar desarrollando programas de cribado que permitan identificar nuevas alternativas
genéticas (Leiva-Brondo etal., 2016).

Para ello es necesario contar con técnicas analiticas que permitan cribar grandes cantidades de
material en el menor tiempo y con el menor coste posible. Estas técnicas también serian
necesarias paraevaluar porlado los efectos del manejo agronémico sobre laacumulaciéon de
compuestos funcionales y por otro lado para desarrollar controles de calidad que permitan
asegurar que realmente la mayor acumulacién se estd produciendo. Por eso, se decidio
desarrollar en el marco de la presente tesis metodologias basadas en dos de las técnicas
instrumentales mas ampliamente utilizadas, la cromatografia liquida de altaresolucién (HPLC)
y electroforesis capilar (CE), de modo que permitan cuantificar de forma conjunta los
principales polifenoles de tomate: los acidos fendlicos y los flavonoides.

En el primer caso, se desarrollé una metodologia basada en la utilizacién de columnas de
nucleofundidoy HPLCde fase reversaque puede serempleadano séloentomatesinoenuna
ampliavariedad de frutasy hortalizas, permitiendo la cuantificacion conjunta de 17 polifenoles
en menos de 20 minutos (Marti et al., 2015). Este mismo trabajo sirvid para poner a punto un
método eficiente de extraccién, ya que esta suele ser una parte limitante del andlisis de
polifenoles. Este analisis no sélo permitid optimizarlas condiciones de extracciéon de forma que
fueran lo mas rdpidas y sencillas posible, sino que ademas permitié descartar del uso de
liofilizacién como sistema de conservacidon ya que afectaria a las concentraciones de
naringeninarecuperadas. Siguiendo esta metodologia, los valores de repetibilidad obtenidos
llegan a ser mejores de los correspondientes a tecnologias mds avanzada como la
cromatografia liquida de ultraalta resolucién acoplada a espectrometria de masas, UHPLC-MS
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(De Paepe et al., 2013), con limites de deteccion (LOD) menores a los publicados empleando
también deteccién en matriz de diodos, DAD (Ribas-Agusti et al., 2012) y con niveles de
recuperacién muy competitivos, comparados conlos publicados por Sakakibaraetal. (2003) y
De Paepe etal. (2013).

La puestaa punto de este método ya permitié continuarel desarrollo de latesis evaluandolos
efectos del genotipo y el ambiente en la acumulacién de polifenoles. No obstante, se
considerd que también seria muy interesante disponer de un método basado en CE, ya que los
costes operativos de esta tecnologia suelen ser mucho menores al requerir cantidades
minimas de tampdn de separaciény por otro lado generan menos residuos téxicos que tratar.
Esta fase era técnicamente mas sencilla, puesto que la extraccién ya estaba puestaapunto en
el trabajo anterior. Asi, se consiguié obtener un método basado en cromatografia capilar
micelarelectrocinética (MECK) optimizado para muestras de tomate cultivadoysilvestre que
permitia cuantificar 9 de los principales polifenoles de tomate en menos de 20 minutos. De
nuevo, las repetibilidades obtenidas fueron mejores que otros métodos basadosen CE (Arce,
et al., 1998; Herrero-Martinez et al., 2007) e incluso en HPLC (Ribas-Agusti et al., 2012; De
Paepe et al. 2013). De hecho, en compuestos como la quercetina o la naringenina la
repetibilidad inter-diaen nuestrasreales fue mejorempleando CEque HPLCcon los métodos
desarrollados en esta tesis (Marti et al., 2015, 2017). Aunque los LOD obtenidos fueron
similares a otros métodos basados en CE (Herrero-Martinez et al., 2007), lo cierto es que la
menor longitud de paso épticade la CE diolugar a mayores LOD que los obtenidos mediante
HPLC, por ejemplo, en los propios métodos desarrollados en esta tesis.

Una vez se disponia de métodos adaptados de analisis se propuso valorar los efectos del
genotipo (variedades convencionales y alto licopeno), del ambiente (localidad y afio) y de
estrategias de cultivo respetuosas con el ambiente (cultivo ecoldgico y riego deficitario). Estos
estudios se realizaron durante dos afios en dos de las principales dreas de cultivo de tomate de
industria en Espafia: Extremaduray Navarra.

De ambos estudios se deprende que el genotipo es el factor mds determinante en la
consecucidn de los mayores niveles de polifenoles. El cultivarde alto licopeno ‘Kalvert’ fue el
gue destacd por sus elevadas acumulaciones de polifenoles entre las que sobresalen la alta
acumulacién de acido clorogénico, acido caféico, rutina, myricetina, quercetinay naringenina.
El cultivar ‘Kalvert’ destacaademas porlaelevadaacumulacién de carotenoides, de azlcares y
acidos (Lahozetal., 2016a) y de compuestos volatiles relacionados con el aroma (Lahoz et al .,
2016b), por lo que aunaria elevada calidad funcional y organoléptica. Sin embargo, es de los
cultivares que mas resienten su produccién en comparacién con cultivares convencionales
(Lahozet al., 2016a). Otros cultivares también destacaron porsus elevadasacumulaciones de
algunos polifenoles. En ese sentido, los cultivares ‘H-9661" y ‘H-9997’ destacaron por la
acumulacién de rutina y naringenina respectivamente. El cultivar ‘H-9661’ tiene un interés
afadido, ya que al no contar con genes high pigment no se esperaba tal capacidad de
acumulacién, lo que abre la puerta de futuros estudios sobre laherenciay modode accion de
este caracter. Porotro lado, ‘H-9997’ también tiene niveles de polifenoles que, no siendo tan
altos como los de ‘Kalvert’, son elevados y ademas ofrece niveles competitivos de produccidon
(Lahozet al., 2016a).
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Dentro de la estrategia de lograr el mayor contenido en polifenoles, tanto en el estudio del
efectodel cultivo ecoldgico como en el de riego deficitario se ha puesto de manifiesto que la
zona de cultivo puede serun aspecto clave a teneren cuenta. Asi, las condiciones mas suaves
de dreas como Navarra parecen las idéneas a la hora de extraer el maximo potencial de los
genotipos empleados.

Respecto a la estrategia de cultivo, no parece que el cultivo ecolégico realmentesuponga una
mejora en los niveles de acumulacién de polifenoles. Es cierto que este sistema de cultivo
aumento significativamente el contenido de acido cafeico, perotuvo efectos negativos sobre
el contenido de cido ferulicoy naringenina. No obstante, existe unaimportante interaccion
genotipox ambiente, algo que también se puso de manifiesto en el estudio del efecto del riego
deficitario. Ya en estudios previos del efecto del cultivo ecoldgico sobre la acumulacién de
carotenoidessevioque el efecto eralimitado (Lahozetal., 2016a). En aquel caso, los niveles
de licopeno nose veian afectados por el sistema de cultivo, mientras que el cultivo ecolégico
favorecia, aunque de formalimitadalaacumulacién de B-caroteno. En conjunto, no se puede
decir que este sistema de cultivo, respetuoso con el medio ambiente, mejore la calidad
funcional del tomate. No obstante, no la perjudica, por lo que para aquellos consumidores y
productores que valoren la calidad medioambiental y la ausencia de trazas de fitosanitarios
puede serunaopcion, siempre que se combine conlos genotipos mas adecuados y las zonas
de produccion mas favorables paralaacumulacién de compuestos funcionales.

El riego deficitario controlado, es decir, aplicado a partir de |la fase de cuajado, también tuvo
un efecto limitado sobre la acumulacién de polifenoles y otros compuestos funcionales.
Concretamente, aumentd laacumulacion de los acidos hidroxicindmicos clorogénicoy ferulico,
el flavonol rutinay el acido L-ascorbico, perono afecté a laacumulacién de carotenoides y el
resto de polifenoles. El escaso efecto sobre los carotenoides se esperaba, ya que un riego
deficitario continuado, mucho mas agresivo enlamismazonade cultivonolograbaaumentar
la acumulacion de estos compuestos (Lahoz et al., 2016b).

En cualquier caso, como se ha comentado, debido al efecto de las interacciones estos
resultados fueron muy dependientes de afo y area de cultivo. Asi, en Navarra, un drea que
optimizalaacumulacién de polifenoles, éstase maximizé con unriego deficitario controlado
de 100-75%ET,, mientras que la acumulacién de acido L-ascérbico se maximizd con un riego
deficitario controlado de 100-50%ET..

En definitiva, es dificil dar unarespuesta Unicaapreguntas generales sobre las bondades de las
estrategias de cultivo respetuosas con el medioambiente sobre laacumulacidon de compuestos
como los polifenoles que ayuden amaximizarel valorfuncionaldel tomate. Parece evidente
gue, en este caso, la piezaclave sobre laque puede actuar el productor es a través del material
vegetal. Aunquese disponede cultivares muy interesantes desde este punto de vista, parece
evidente que todavia queda camino por recorrer, especialmente en lo que se refiere a los
efectos colaterales sobre la produccién. Sin duda, los métodos desarrollados en esta tesis
ayudardn a abordar este objetivo de mejora. Porotro lado, parece claro que la seleccion de la
zona de cultivotambién puedeserimportante, yaque las condiciones mas suavescomolas de
Navarra parecen maximizar el potencial de los genotipos. En este tipo de zonas, un riego
deficitario controlado suave podria aumentar todavia mas los niveles de polifenoles,
conllevando unimportanteahorro de unrecurso tan valioso como escaso: el agua. Finalmente,
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aunque el cultivo ecoldgico no tenga un efecto importante sobre laacumulacién de polifenoles
y de compuestos bioactivos en general, lo cierto es que puede contribuir a obtener un
producto de la mdxima calidad global.
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IX Conclusiones

La presente tesis ha permitido desarrollar herramientas analiticas paraladeterminacién rapida
del contenido en polifenoles en tomate y aplicarlas paraevaluarel efecto que tienesobre este
tipo de compuestos el uso de genotipos de alto licopeno, el ambiente de cultivo y el uso de
estrategias productivas respetuosas con el medioambiente: el manejo ecolégico y el riego
deficitario controlado. Laaltaversatilidad junto conlasencillezy rapidez de las metodologias
desarrolladas permiten ademas su utilizacion en controles de calidad, en programas de mejora
genética o en la evaluacion de distintas formas de manejo agricola, donde es necesario
analizar grandes cantidades de muestra. En particular, de los resultados obtenidos se extraen
las siguientes conclusiones:

®  Se ha desarrollado un método de andlisis mediante HPLC de fase reversa para
determinarlos principales polifenoles presentes enfrutasy hortalizas, incluyendo el
tomate. El uso de columnas de nucleo fundido junto con un gradiente segmentado
permitid la separacidn eficaz y simultdnea de 17 flavonoides y acidos fendlicos en
menos de 20 minutos. Entre los que se incluyen los principales compuestos fendlicos
presentes entomate:rutina, quercetina, myricetina, kaempferol, naringenina, acido
clorogénico, acido caféico, acido ferulico y acido p-coumarico, ademas de otros
compuestos fendlicos representativos de las principales familias de polifenoles en
otras especies: acido gélico, catequina, apigenina, luteolina, genisteina, hesperidinay
naringina.

- Previamente a la cuantificacién de estos polifenoles en muestras de tomate
fue necesario optimizar la extraccion de estos compuestos de las muestras.
Para ello se emplearon superficies de respuesta multivariantes. Como las
condiciones dptimas de extraccion para cada analito fueron diferentes, se
utilizé lafuncion de deseabilidad ponderada parallegaraun compromiso que
optimizase laextraccién conjuntade los polifenoles. Las condiciones éptimas
incluyeron laextraccién asistida por ultrasonidos durante 177 minutos usando
una mezcla metanol/agua(48:52v/v) como disolvente de extraccion.

- Los principales polifenoles presentes en tomate fueron rutina, naringeninay
los acidos clorogénico, caféico, p-coumaricoy ferulico, presentando una gran
variabilidad enfuncién del genotipo. El dcido clorogénico es el que se encontrd
en mayor concentracién enlas muestras analizadas seguido de lanaringenina
y la rutina. Los contenidos encontrados en las especies silvestres de tomate
Solanum neorickii fueron hasta 12 veces mayores que en las especies
cultivadas, destacando el interés de este tipo de especies en la mejora del
contenido de polifenoles en tomate.

® Como alternativa a la HPLC, se ha desarrollado una metodologia basada en
cromatografia micelar electrocinética (MEKC) especifica para tomate que permite la
determinacién simultaneade los principales dcidos fendlicos y flavonoides presentes
en tomate en 20 minutos, incluyendo los acidos caféico, p-cumarico, trans-ferudlicoy
clorogénico, kaempferol, quercetina, myricetina, naringeninay rutina. La utilizacién de
la electroforesis capilar permitid reducir el consumo en disolventes a la vez que se
consigue unaseparacionrapiday eficaz.
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- Las condiciones de separacién se optimizaron también con disefios
experimentales basados en superficies de respuesta multivariantes y la
funciéon de deseabilidad. Se estudié lainfluenciadel pHyla composicidn del
tampodn de carrera probando distintas concentraciones de bdérax, acetonitrilo,
metanol como modificadores orgdnicos, y SDS en la separacién. Las
condiciones de separacidn optimizadas consistieronenuntampénde carrera
compuesto poruna disolucién 11.3mM de béraxy 11.2 mM SDS ajustado a pH
8.5 sin ningln modificador organico.

- Se comprobd la aplicabilidad del método analizando cuatro muestras de
cultivares comerciales de tomate: ‘Canario’, ‘Pera’, ‘Beef’ y ‘Cherry’, un cultivar
de tomate de industria con alto contenido en licopeno ‘Kalvert’y dos especies
silvestres relacionadas con el tomate Solanum neorickii y Solanum
pimpinellifolium. El flavonol rutina y el acido hidroxicinamico chlorogénico
fueronlos dos polifenoles que se encontraron en mayor concentracion en las
muestras analizadas.

- Porregla general, las muestras de especies silvestres presentaron mayores
contenidos en polifenoles que las muestras comerciales. Particularmente
destacable es el alto contenido endcido clorogénico de lamuestrade Solanum
pimpinellifolium lo que la convierte en una perfecta fuente de variacion para
su utilizacion en programas de mejora de este compuesto.

La evaluacion del efecto del manejo ecolégico o integrado sobre la acumulacidn de
polifenolesydacido L-ascérbico en diferentes genotipos de tomate de industria en las
dos principales zonas productoras espafiolas, Navarra y Extremadura, ha permito
extraerlas siguientes conclusiones.

- El efecto del genotipo sobre la acumulacion de polifenoles fue
considerablemente mayor que el del modo de cultivo. El genotipo afecté
significativamente los contenidos de 7 de los 8 compuestos fendlicos
analizados, mientras que el modo de cultivo solo tuvo efecto sobre tres.

- El cultivar de alto licopeno ‘Kalvert’ fue el que destacéd por sus altas
acumulaciones de polifenoles entre las que destacan la alta acumulacion de
acido clorogénico, acido caféico, rutina, myricetina, quercetinay naringenina.
Otros cultivares también destacaron por sus elevadas acumulaciones de
algunos polifenoles. En ese sentido, los cultivares ‘H-9661 y ‘H-9997
destacaron por laacumulacién de rutinay naringeninarespectivamente.

- El modo de cultivo no produjo un efecto claro en la acumulacién de
polifenoles. El cultivo ecoldgico aumentd significativamente el contenido de
acido caféico, pero tuvo efectos negativos sobre el contenido de acido ferulico
y naringenina. Los contenidos del resto de polifenoles no se vieron afectados
por el modo de cultivo.

- Sedetectd una fuerteinteraccién con el ambiente. En Navarralasdiferencias
fueronlimitadas, pero en Extremadura se encontraron menores contenidos de

122



X

Conclusiones

acidoferulicoy mayoresde acido clorogénicoyrutinaenel cultivo ecolégico
para algunos genotipos.

La evaluaciéon del efecto del riego deficitario controlado sobre la calidad funcional del
tomate de industria, reduciendo la dosis de riego después del cuajado de fruto para
satisfacer el 75% y 50% de la evotranspiracion del cultivo condujo a las siguientes
conclusiones:

- De nuevo, el genotipo tuvo un gran efecto en la acumulacion de los
carotenoides y de los polifenoles acido clorogénico, acido caféico, rutina 'y
naringenina. El cultivar de alto licopeno ‘ISI-24424’ destacd por sus altos
contenidos en B-carotenoy licopeno, mientras que el cultivar ‘H-9661’ volvid a
destacar por su elevadaacumulacién de los flavonoides rutinay naringenina.

- El riego deficitario controlado produjo un aumento en la acumulacién de los
acidos hidroxicinamicos clorogénico y ferulico, el flavonol rutinay de acido L-
ascérbico, pero no afectd a la acumulacion de carotenoides y el resto de
polifenoles.

- Seencontraroninteracciones muyimportantes que hicieron que el efecto del
riego fuera muy dependiente del afio y drea de cultivo. Las condiciones de
cultivo mas suaves como las de Navarra son mas favorables para producir
tomates que satisfagan los mercados de calidad aplicando riego deficitario
controlado. Asi, en estazona, laacumulacién de polifenoles se maximizdé con
un déficit de 100-75%ET. mientras que la acumulacién de acido L-ascérbico
con 100-50%ET..

- lLa adecuadaseleccion del genotipoylazonade cultivojuntoconla aplicacion
de riego deficitario controlado es una herramienta de utilidad para obtener
tomates con una elevada calidad funcional a la vez que se ahorra en un
recurso tan escaso como el agua.
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