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El tomate es una de las principales hortalizas que se produce y exporta en
México. Debido a su fisiologia y alto contenido de agua es altamente
perecedero y susceptible a podredumbres causadas por fitopatbgenos como
Alternaria alternata, el cual produce pérdidas postcosecha. Las enfermedades
son detectadas una vez que los sintomas son visibles en el fruto y ya es

demasiado tarde para controlarlas, por lo que surge el interés de contar con



métodos alternativos para la deteccion temprana del patdégeno antes del
desarrollo de la enfermedad. Se ha reportado que tanto los frutos como los
microorganismos, asi como durante el proceso de infeccidon, éstos emiten
metabolitos volatiles (MV) los cuales pueden ser utilizados como indicadores
de la enfermedad o de la presencia del patégeno. En este trabajo se evaluaron
cambios en el perfil de MV en tomates sanos e infectados por Alternaria
alternata con el fin de evaluar la posibilidad de utilizarlos para la deteccion
temprana de la infeccion, asi como también metabolitos volatiles liberados por
el hongo. Se inocularon frutos de tomate con esporas de A. alternata y tomates
no inoculados fueron utilizados como testigo. Los frutos se mantuvieron a 15 y
20°C por 48 horas. Se tomd una muestra del espacio de cabeza mediante la
técnica de cromatografia de gases y microextraccion en fase solida (CG-
MEFS), alas 0, 3, 6, 9, 12, 24, y 48 horas post-inoculacién. Adicionalmente se
determinaron los MV emitidos por A. alternata Los metabolitos volatiles se
analizaron mediante un cromatografo de gases utilizando estandares
comerciales y un detector de masas cuadrupolo para su identificacion. Los MV
emitidos por A. alternata fueron: tolueno, etilbenceno, azuleno, entre otros. En
frutos sanos los principales metabolitos identificados fueron 3-metil,1-butanol, 6-
metil-5-hepten-1-ona, hexanal, etanol, entre otros. En frutos infectados se
detectaron hasta 14 metabolitos volatiles, entre éstos se detectaron emitidos
por A. alternata, asi como también MV diferentes a los emitidos por tomate sano
lo que sugiere que son derivados de la interaccion tomate-Alternaria, como: 3-
metil,2-butenal, acetato de 2-metil,1-butenol, estireno, azuleno; 1l-hexanol; 2-
metil-1-butenol; entre otros. Se observaron cambios en el perfil de volatiles del
tomate sano con respecto al inoculado desde las 3 horas post-inoculacion (hpi).
Los MV emitidos por frutos almacenados a 20°C presentaron mayor intensidad
con respecto a los emitidos a 15°C. El numero de metabolitos detectados a
20°C fue mayor a 15 °C. La deteccién de los metabolitos volatiles por CG-
MEFS puede ser una técnica util en la detecciéon temprana de enfermedades

causadas por Alternaria alternata en poscosecha de frutos de tomate.
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ABSTRACT

Tomato is a major vegetable that is produced and exported in Mexico. Its
physiology and high water content make this fruit highly perishable and
susceptible to decay caused by pathogens such as Alternaria alternata, which
reduces postharvest quality and marketing. The diseases are detected once the
symptoms are visible in the fruit and it is too late to control it, so there is an
interest of seeking an alternative technique for early detection of the pathogen

before disease development is visible. It has been reported that both the fruit as
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microorganisms and during the infection process, they emit volatile compounds
(VM) which may be indicative of disease or presence of the pathogen. In this
study we evaluated changes in the VC profile in healthy and infected fruits by
Alternaria alternata under storage and marketing temperature, for early
detection of infection on tomatoes. Tomato fruits were inoculated with A.
alternata spores, no inoculated fruit was considered as control. The fruits were
kept at 15 and 20°C for 48 hours. A sample of the headspace was taken by solid
phase microextraction (SPME) technique, at different times: 0, 3, 6, 9, 12, 24,
and 48 hours after inoculation. In addition, volatile compounds emitted by A.
alternata were detected. The compounds were analyzed through a gas
chromatograph using commercial standards and a quadrupolo mass detector for
identification. Some volatile compounds emitted by A. alternata were identified
as: toluene, ethyl benzene, azulene, among others. In healthy fruit, the main
volatile compounds identified were: 1-butanol,3-methyl, 5-hepten-1-ona,6-
methyl, hexanal, ethanol, among others. In tomato infected with the pathogen,
the number of volatile compounds detected was higher than that detected in
healthy fruit. Some of these compounds were detected previously on emissions
by A. alternata, as well as compounds derived from tomato-Alternaria
interaction, which were not detected in healthy fruits. Such compounds were
identified as: 3-methyl,2-butenal, ethyl,2-methyl, 1-butenol, styrene, azulene, 1-
hexane, 2-methyl,1-butenol, among others. Changes in the VM profile detected
in inoculated fruits with respect healthy fruit were observed since 3 h after
inoculation process. The VM profile in fruits stored at 20°C showed higher
intensity compared to those stored at 15°C. The number of compounds detected
at 20°C was greatest than at 15°C. Detection of volatile compounds by GC-
SPME can be a useful technique in the early detection of diseases in

postharvest tomato fruit caused by Alternaria alternata.

Keywords: tomato, volatile metabolite, early detection, Alternaria alternata
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1. INTRODUCCION

El tomate es una de las principales hortalizas que se produce y exporta en
México. Sus caracteristicas sensoriales y nutricionales convierten al tomate en
un alimento muy aceptado por el consumidor. Sin embargo, por ser un fruto
climatérico, el tomate es muy sensible al manejo y condiciones de
almacenamiento inapropiados, lo cual trae como consecuencia una reduccion
en la vida poscosecha (FAO, 2007). La comercializacién del tomate se ve
afectada por el desarrollo de podredumbres causadas por Alternaria alternata
(Fr.:Fr.) Keissl, o por Botrytis cinerea Pers:Fr principalmente (Jones, 2001).

En términos generales, las enfermedades se detectan una vez que los sintomas
son evidentes en el fruto. Estas son verificadas mediante técnicas como el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), basado en proteinas
producidas por el patégeno. Otra técnica es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Prithiviraj et al., 2004, Li et al., 2006; Ruiz-Ruiz et al., 2009).
Sin embargo, estas técnicas no distinguen entre un microorganismo Vvivo o0 no,
por lo que es importante desarrollar una técnica rapida, sencilla y altamente
sensible que permita la deteccién del fitopatégeno en el fruto entero previo al
desarrollo de sintomas caracteristicos de enfermedad. Esto apoyara en el

control de las pérdidas causadas por fitopatdgenos (Sankaran et al., 2010)

Una de las areas recientes del conocimiento que mas desarrollo ha presentado
en los ultimos tiempos es la ecologia quimica, la cual se encarga de estudiar las
interacciones bidticas mediadas por sustancias quimicas (Marin-Loaiza y
Céspedes, 2007). Entre estas sustancias, los metabolitos secundarios (MS)

volatiles desempefian un papel significativo y han sido objeto de exhaus-



tivos estudios por su gran numero de aplicaciones en las industrias

farmacoldgica, agricola, entre otras (Knudsen et al., 1993).

La emisibn de MS volatiles durante la interaccion planta-patdgeno ha sido
previamente publicada, sin embargo, hay un niumero limitado de estudios en los
cuales el perfil de los MS volatiles emitidos por frutos infectados con patégenos,
ha sido reportado diferente a aquel producido por frutos sanos (Cardoza et al.,
2002; Jansen et al., 2009; Li et al., 2010; Hussaini et al., 2011). Esta medicion
de MV liberados por frutos infectados podrian ser indicadores de la presencia
del patégeno y puede ser facilmente integrado en practicas agricolas como un
monitoreo rapido, fiable y en tiempo real de enfermedades de frutos para el
control y manejo de la enfermedad. La deteccién temprana de enfermedades
del fruto (antes de la aparicién de sintomas de la enfermedad) puede ser una
fuente valiosa de informacion para la ejecucién de las estrategias de manejo de
plagas adecuados y medidas de control de enfermedades para evitar el

desarrollo y la propagacién de enfermedades

Mas aun, la informacion cientifica publicada sobre el perfil de los metabolitos
volatiles emitidos por frutos de tomate infectados por patdégenos es escasa. Por
lo anterior, la deteccion de los MS volatiles puede ser una técnica alternativa
para la deteccion temprana de la infeccion en frutos de tomate antes del

desarrollo de los sintomas caracteristicos de la enfermedad.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Tomate

2.1.1 Produccion de Tomate

El tomate rojo, o también conocido como “jitomate” (Solanum lycopersicum), es
una de las hortalizas con mayor dinamismo y su produccién va en ascenso a
nivel mundial. China ocupa el nimero uno en produccion de tomate a nivel
mundial (Lucier, 2011), mientras que México se encuentra en el décimo lugar
(cuadro 1) y en el afio 2011, México ocupo el primer lugar en exportacion del
fruto con mas de 1 millon de toneladas (FAOSTAT, 2014). Su principal mercado
es Norteamérica (Estados Unidos y Canadd), al cual se destina el 95% de sus
exportaciones. La produccion mexicana de tomate ha progresado regularmente
durante el siglo XX y se ha incrementado considerablemente en las tres ultimas
décadas. En el 2012 se logré una produccién de poco mas de tres millones de
toneladas (FAOSTAT, 2014).



Cuadro 1. Produccion mundial de tomate en 2012 (en millones de toneladas).

Posicion Region Produccién (T)
1 China 50,000,000
2 India 17,500,000
3 Estados Unidos 13,206,950
4 Turquia 11,350,000
5 Egipto 8,625,219
6 IrAn (Republica Islamica) 6,000,000
7 Italia 5,131,977
8 Espafia 4,007,000
9 Brasil 3,873,985
10 México 3,433,567

Fuente: FAO, 2014



2.1.2 Manejo Poscosecha

La cosecha del fruto se efectia en distintos grados de maduracion segun el
mercado al que se destina, las condiciones de transporte y la temperatura. El
tomate destinado a proceso debe cosecharse en estado rojo maduro y para el
consumo en fresco se cosecha en diversos grados de maduraciéon (Mahovic et
al., 2002). El tomate es un fruto que se comercializa en forma rapida, debido en
parte a que su vida util es de una semana a temperatura ambiente. La
temperatura recomendada para su almacenamiento depende de su grado de
madurez y de su sensibilidad al dafio por frio. Se recomiendan temperaturas de
12.5-15°C para frutos en estado de madurez verde maduro, 10-12 °C para
frutos en estado rojo claro y 7-10°C para el fruto maduro firme (cuadro 2). Si los
frutos de tomate son almacenados por debajo de sus temperaturas éptimas,
éstos podran sufrir dafio por frio. Este desorden se presenta como lesiones en
la superficie del fruto, haciéndolo mas susceptible al desarrollo de
enfermedades como pudriciones, especialmente la causada por el hongo

Alternaria spp. (Mahovic et al., 2002).

Durante la maduracién y segun su comportamiento respiratorio, los frutos se
clasifican en climatéricos y no climatéricos. Los frutos no climatéricos, tales
como los citricos, cereza y fresa, no manifiestan cambios importantes en la
respiracion; mientras que los denominados climatéricos, entre los que se
encuentran la manzana, platano, aguacate y tomate, experimentan un
incremento caracteristico de la misma. Al iniciarse la maduracion, la respiracién
aumenta hasta alcanzar una produccibn maxima para descender
posteriormente. Durante la maduracién del tomate se producen cambios
importantes en el color, composicion, aroma, y textura. Dentro de estos cambios
ocurre la sintesis de licopeno que imparte al fruto el color rojo y la degradacion
de clorofila, sintesis de acidos organicos, azucares y volatiles caracteristicos del
aroma para los diferentes estados de madurez, asi como una disminucion de

firmeza del epicarpio, que hacen al fruto atractivo para el consumo humano. La
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Cuadro 2. Temperatura de almacenamiento de acuerdo al grado de madurez
del tomate.

Estado de madurez Rango de temperatura Vida de almacenamiento
Verde maduro 12.5-15°C 14 dias
Rojo claro 10-12°C 8 a 10 dias
Maduro firme 7-10°C 3 ab5dias




fraccion volatil del tomate esta constituida por mas de 400 metabolitos, entre las
que se encuentran hidrocarburos, ésteres, fenoles, aldehidos, alcoholes,
cetonas, aminas y moléculas heterociclicas, los cuales aumentan durante la

maduracion del fruto (Tandon et al., 2003).

El deterioro de los frutos es generalmente ocasionado por patdgenos
oportunistas, los cuales no pueden infectar directamente los tejidos de los frutos
a menos que los tejidos sufran algun tipo de dafio. Los dafios mecanicos (por
ejemplo, dafio por presion o golpes, cortes, pinchazos, entre otros) que ocurren
durante la cosecha y el manejo después del corte, son una causa importante
para el desarrollo de infecciones debido a que representan vias de entrada para
los patégenos (Mahovic et al., 2002; Kalia y Gupta, 2006; Corbo et al., 2010).

2.2 Enfermedades Poscosecha del Tomate

Las enfermedades constituyen uno de los factores que limitan la produccion de
tomate en muchas partes del mundo, sobre todo cuando no se utilizan
cultivares con resistencia a varias de ellas. Existen cerca de 200 enfermedades
del tomate de diversas causas Yy etiologias, para cuyo control se utilizan
cultivares resistentes, asi como medidas de exclusion, erradicacion y proteccion

en el contexto de un programa de control integrado (Jones, 2001).

La enfermedad es una alteracion fisiol6gica que sufre una planta o fruto
susceptible cuando es atacado por un agente abiético o por un organismo
patdgeno en un ambiente favorable (Tamayo Molano y Jaramillo Norefia, 2006).
Entre los patdgenos que causan enfermedades en la poscosecha de tomate se
encuentran los hongos: Geotrichum candidum, responsable de la pudricién
acida; Rhizopus stolonifer, el cual provoca formaciones llenas de agua y
exudacion de liquido. También destaca la presencia de Alternaria alternata,

causando la pudricion de moho negro (Herzog et al., 1998; Espinoza et al.,
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2012; Martinez et al., 2012). Este ultimo es de particular importancia debido a
que infecta a los frutos de tomate bajo condiciones de almacenamiento y

comercializacion.

2.2.1 Enfermedad Poscosecha Causada por Alternaria alternata

El hongo Alternaria alternata infecta a los frutos maduros, los sintomas varian
desde pequefias lesiones superficiales de color café claro hasta lesiones
necroticas hundidas. En condiciones de alta humedad, el hongo produce una
capa negra de conidios sobre el tejido infectado (Félix-Gastélum y Galvez-
Figueroa, 2002). Los conidios de Alternaria tienen septos transversales y
longitudinales y se les conoce como dictiosporas de color pardo. Nacen por la
brotacion apical de una célula conididégena o de la espora anterior, dando lugar
en este Ultimo caso a una cadena que suele ramificarse si una espora produce
mas de un brote. El hongo A. alternata produce cadenas de 10 o mas conidios
muy ramificadas a partir de conidioforos cortos (Carrillo, 2003). La ramificacion
de los conidios surge de conidi6éforos secundarios desde células conidiales
basales o apicales, en relacion 1:1, dando un aspecto abierto (Andersen et al.,
2001). Las cadenas aparecen en los cultivos como manojos densos y aislados.

En la figura 1 se muestran los conidios de A. alternata (Roberts et al., 2000).

Cuando la incidencia de A. alternata supera el 8% de un lote de frutos, ésta
pierde su calidad para exportacion, lo que representa pérdidas significativas
para el productor. En ocasiones, la incidencia de la enfermedad supera este
porcentaje aun cuando los productores previamente desechan el fruto infectado
antes de su envio para exportacion. Esta enfermedad es altamente incidente en
el Norte de Sinaloa y su severidad varia de acuerdo a las condiciones de
humedad prevalentes durante la madurez de los frutos y al retraso en la
cosecha (Félix-Gastélum y Galvez-Figueroa, 2002). La esporulacion de

Alternaria es 6ptima a 27°C pero es inhibida por debajo de



Figura 1. Conidios de A. alternata con 1 a 9 septos transversales y varios
longitudinales u oblicuos (Roberts et al., 2000).



15°C o por sobre 33°C, aunque el rango de crecimiento de este hongo esta
entre 0 y 35°C. La actividad de agua minima para el desarrollo de este hongo
es 0.88 y la 6ptima casi 1.00%. El crecimiento se reduce a la mitad en una
atmaosfera con mas de 15% CO, o con 2.8% O, (Catrrillo, 2003).

Cuando ocurren periodos prolongados de follaje mojado debido a rocios, lluvia
o alta humedad relativa, los conidios del hongo germinan en respuesta a
nutrientes solubles presentes en la superficie de los frutos invadiendo hasta un
50% de ellos como puede observarse en la figura 2. Todas las variedades de
tomate destinados a la industria que se usan actualmente son susceptibles a la
enfermedad, de ahi la importancia del uso de los fungicidas para su control. Los
productores de tomate que abastecen la industria del norte del Sinaloa
comunmente realizan 1 6 2 aplicaciones de los fungicidas comerciales
Clorotalonil o Mancozeb para el control de moho negro del fruto, y en muchas
ocasiones estas resultan ineficaces debido a que se realizan cuando ya se
observan los sintomas iniciales de la enfermedad (Félix-Gastélum y Galvez-
Figueroa, 2002).

Bajo condiciones naturales, los frutos interactian con un gran numero de
microorganismos potencialmente patogénicos. Sin embargo, los frutos o plantas
normalmente permanecen sanos, debido en parte a la manifestacion de varios
mecanismos de defensa. Como parasitos, los fitopatdgenos estan obligados a
obtener los nutrimentos de fuentes existentes y para ello necesitan invadir y
adaptarse al tejido del hospedante para eventualmente reproducirse. Ademas,
necesitan evadir o contrarrestar los mecanismos de defensa de la planta.
Aquellos patégenos capaces de desarrollarse y reproducirse solo en tejidos de
hospedantes vivos son llamados bi6trofos. Otro tipo de patdégenos,
denominados necroétrofos, como lo es Alternaria alternata producen la muerte
de las células hospedantes obteniendo de esta forma los nutrimentos a partir
del tejido muerto. En este grupo se incluyen la mayoria de los hongos y las
bacterias fitopatogenas.
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Figura 2. Frutos de tomate infectados con el hongo Alternaria alternata
(Snowdon, 2010).
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2.3 Deteccion de Enfermedades Poscosecha

Las enfermedades de las plantas y frutos son ocasionadas por
microorganismos infecciosos como los hongos y son el producto de la
interaccién dinamica entre un patdégeno, un hospedante y el medio ambiente.
Existen varios procedimientos para determinar la etiologia de enfermedades en
plantas/frutos tales como, la observacion directa del agente causante al
microscopio compuesto, técnicas inmuno-enzimaticas, bioquimicas y
moleculares, y microscopia electronica. El diagnoéstico es el fundamento técnico
y cientifico para adoptar medidas de manejo rapido y oportuno (Guzman-
Piedrahita et al., 2009).

La deteccion de las enfermedades en plantas y frutos se realiza en primer lugar,
mediante un diagnostico o inspeccion visual que puede realizarse en el mismo
sitio donde crece la planta, o bien, donde son almacenados y/o comercializados
los frutos. Este diagnostico se basa en los sintomas visuales que son
caracteristicos de enfermedades especificas. Si el patdgeno en observacién es
identificado con manuales especializados, o cuando los postulados de Koch son
demostrados, el patégeno aislado es el responsable de la enfermedad
(Guzméan-Piedrahita et al., 2009)

La enfermedad es verificada mediante técnicas como el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), basado en proteinas producidas
por el patégeno. Otra técnica es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
gue se basa en secuencias del acido desoxirribonucleico (ADN) del patégeno
(Prithiviraj et al., 2004; Li et al., 2006; Ruiz-Ruiz et al., 2009). La PCR es rapida,
econdémica y permite producir un gran numero de copias de moléculas de ADN
via catalisis enzimatica, para mostrar diferencias en secuencias de genes del
ARN ribosomal (rARN) o ADN mitocondrial (mADN) (Atkins y Clark, 2004). Sin
embargo, estas técnicas no distinguen entre un microorganismo vivo 0 no, por

lo que es importante contar con una técnica rapida, sencilla y altamente
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sensible que permita la deteccién del fitopatégeno activo en el fruto entero
previo al desarrollo de sintomas caracteristicos de la enfermedad. Una posible
técnica puede ser la deteccion de metabolitos volatiles del fruto que pueden ser
emitidos como un mecanismo de defensa contra el estrés bidtico, o bien,

pueden ser emitidos por el patdgeno durante la interaccion fruto-patdgeno.

2.4 Mecanismo de Defensa Natural en Plantas/Frutos

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra
condiciones de estrés bidtico y abidtico (Jiménez et al., 2004). Para defenderse
del dafio ocasionado por el atagque por herbivoros o por microorganismos
patdgenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de
estos, o tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen microbiano, también
la composicion y la estructura de la pared celular vegetal cambian, formando
una barrera mas rigida y menos digerible para herbivoros (Croteau et al., 2000).
Estas respuestas de defensa a su vez, participan en combinaciéon con el
desarrollo de estructuras contra sus depredadores, tales como los tricomas y
los pelos glandulares. Asi mismo y como parte de la proteccion quimica, otra
estrategia utilizada por las plantas es la produccion de metabolitos secundarios

(MS) con actividad antimicrobiana (Croteau et al., 2000).

Los MS tienen gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de
adaptacién de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores y
dispersores de las semillas y frutos. Ademas, la sintesis activa de metabolitos
secundarios se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones
adversas, como: a) consumo por herbivoros, b) el ataque por microorganismos,

como virus, bacterias y hongos, ¢) competencia por el espacio de suelo, luz y
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los nutrientes entre las diferentes especies de plantas, y d) la exposicion a la luz
solar u otros tipos de estrés abioticos (Blancard, 2011).

2.5 Metabolismo Secundario

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo
constituye el metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la
energia es utilizada para biosintesis de moléculas comunes en todas las células
Yy que son necesarias para su funcionamiento y el de los organismos. Se trata
de aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos, presentes en todas las plantas
y se denominan metabolitos primarios (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2011). El
metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la transformacién
y la degradacion de los metabolitos endégenos mediante enzimas
especializadas, las cuales se han formado como resultado de los procesos de
diferenciacion y se clasifican segun su significado biolégico y funcién en la

célula productora (Makkar et al., 2007).

Los MS son de gran importancia ecoldgica porque participan como potentes
antimicrobianos y antioxidantes, también contribuyen al olor, color y sabor del
fruto. Uno de los fenbmenos importantes que ocurren en las plantas es la
liberacion del carbono asimilado en la fotosintesis en forma de metabolitos o
metabolitos volatiles (MV) organicos. Se estima que la emision de volatiles, que
es un proceso que sucede en casi todas las plantas, ocupa entre el 10 y 36%
del carbono asimilado dependiendo de la especie de planta (Pefiuelas y Llusia,
2004; Maffei et al., 2011). El estudio de la emision de los volatiles permite
entender las interacciones entre las plantas emisoras y los organismos
receptores, y como éstos después de recibir la sefial pueden modificar su
comportamiento, fisiologia y sus interacciones con otros organismos (Bautista-
Lozada et al., 2012).
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2.6 Metabolitos Volatiles

Las plantas normalmente liberan agua y pequeias cantidades de sustancias
quimicas volatiles cuando sus estomas estan abiertos, las cuales se difunden a
la atmosfera (Macias-Samano, 2001). Hasta ahora, se han descrito mas de
1700 metabolitos volatiles a partir de especies pertenecientes a mas de 90
familias (Maffei et al., 2011). Los metabolitos volatiles son producidos y emitidos
por hojas, frutos, flores y raices, pero se liberan principalmente a través de la
superficie de la hoja y sitios de almacenamiento en las hojas (Paré y Tumlinson,
1999). Las plantas de algodén (Gossypium hirsutum), por ejemplo, poseen
glandulas en las cuales los volatiles son almacenados (Turlings y Wackers,
2004), mientras que en las plantas de papa (Solanum tuberosum) son

almacenados en los tricomas (Agelopoulos et al., 2000).

Las tasas de emision de volatiles de plantas estan influenciadas en mayor o
menor grado por una gran cantidad de factores que pueden alterar ya sea la
sintesis o la presion de vapor de estos. Los factores que afectan los volatiles
pueden ser: a) genéticos y bioquimicos, y b) externos, subdivido a su vez en
bidticos y abioticos (figura 3). Los del primer grupo determinan la produccion y
emision de volatiles porgue regulan los niveles de las enzimas responsables de
los pasos finales en la biosintesis y la disponibilidad del sustrato en la célula, y
hacen que las emisiones sean altamente especificas y regidas por el desarrollo
de la planta. Generalmente ocurre una mayor emision de volatiles, en los
estadios tempranos de maduracion de frutos, en flores antes de la polinizacién,
y en las hojas jovenes, entre otros (Dudareva et al., 2004), debido a los cambios
enzimaticos y aumento de sustratos disponibles como acidos grasos,

carotenoides y aminoécidos.
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Figura 3. Factores que afectan la emision de volatiles (Marin-Loaiza y

Céspedes, 2007).
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Las plantas difieren cualitativa y cuantitativamente en la composicion de
volétiles que liberan. Las diferencias cualitativas se observan principalmente
entre distintas especies y, en menor proporcion, entre variedades de la misma
especie de planta (Bautista-Lozada et al., 2012). Por ejemplo, en plantas de
aguacate (Persea americana) la variedad Hass no emite volatiles de manera
perceptible, aunque posee los metabolitos en sus hojas; mientras que en la
variedad Mexicana (P. americana var. drymifolia) si hay emision de volatiles
(Bravo-Monzon y Espinosa-Garcia, 2008). Entre genotipos de una misma
especie también hay variacion en la emision de voléatiles, que pueden ser
diferencias cualitativas y cuantitativas (Bravo-Monzén y Espinosa-Garcia,
2008). Si bien el tipo y cantidad de volatiles emitidos estan sujetos a control
genético, pueden ocurrir cambios durante el desarrollo de la planta como efecto

de cualquier sefial ambiental (Agelopoulos et al., 2000).

Los volatiles se pueden clasificar como compuestos primarios o libres, y
secundarios o conjugados. Los primeros compuestos estan presentes en tejido
del fruto intacto, y los secundarios son producidos como resultado de la
hidrolisis de los conjugados. Estos ultimos compuestos, son aquellos unidos a
azucares como glucésidos o glucosinolatos. Los compuestos enlazados
glicosidicamente en los tejidos de las frutas son principalmente O-B-D-
glucosidos y O-diglicésidos, aunque los triglicosidos también se han identificado
(Sarry y Gulnata, 2004). Algunos compuestos como el guayacol, eugenol,
salicilato de metilo que estan glicosilados, dan lugar a la formacién de un
diglicésido durante el desarrollo del fruto. Posteriormente, las glucosidasas
enddégenas rompen el enlace glicosidico provocando la liberacion de una
aglicona (parte unida al azucar) volatil (Ortiz-Serrano y Gil, 2007). Las agliconas
pueden ser liberados del azucar durante la maduracion, el procesamiento y el
almacenamiento, o por la accion de enzimas, acidos o de calor (Reineccius,
2004). Los compuestos volatiles libres son a menudo liberados después de una
ruptura celular cuando enzimas y sustratos entran en contacto (Baldwin, 2002).
La proporcién de los compuestos volatiles glicosilados son por lo general mayor

que la de los volatiles libres (Rambla et al., 2014).
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Se ha demostrado la utilidad de los MS volétiles en la defensa, proteccion,
polinizacion y comunicacion de las plantas (Paré y Tumlinson, 1999; Baldwin et
al., 2006; Vickers et al., 2009; Zangerl y Berenbaum, 2009). Los metabolitos
volatiles (MV) emitidos por plantas generalmente son mezclas complejas de
muchos metabolitos organicos que representan pequefias cantidades respecto
al peso total de la planta. También son conocidos también como aceites
esenciales, aceites volatiles o esencias. Por lo general son sustancias
altamente lipofilicas de bajo peso molecular, cuya volatilidad se debe a que se
evaporan al ser expuestos al aire o a temperatura ambiente, por lo que sus

presiones de vapor son altas (Dudareva et al., 2004).

Estos metabolitos son producidos por muchas especies vegetales, ademas de
musgo, hongos y bacterias (Fernando y Nawalage, 2011). Su produccién ocurre
en las mismas rutas biosintéticas de metabolitos secundarios no volatiles, lo
gue explica su diversidad. Los terpenos son los MV mas abundantes, seguidos
de los derivados de &cido grasos (hidrocarbonos saturados e insaturados),
bencenoides y fenilpropanoides, aunque también se han reportado sustancias

azufradas y nitrogenadas (Dudareva et al., 2004).

2.6.1 Metabolitos Volétiles en Tomate

En el fruto de tomate se han identificado mas de 400 metabolitos volatiles, de
los cuales so6lo 30 presentan concentraciones por encima de una parte por
billon (ppb); de éstos, solo unos cuantos metabolitos contribuyen mayormente a
la percepcion del aroma (cuadro 3) (Beaudry, 2000), pero es dificil relacionar el

aroma del tomate con un compuesto en especifico.
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Cuadro 3. Correlacion entre metabolitos volatiles y el sabor en tomate.

Descripcion Volétil de referencia Referencia
bibliogréfica
Dulce Acetona, 2-isobutiltiazol, metanol,  (Abegaz et al., 2004)
trans-2-heptanal, 6-metil-5-
hepten-2-ona.
Acido Acetona, B-ionona, metanol, (Abegaz et al., 2004)
hexanal, trans-2-heptanal,
genarilacetona
Hierba Hexanal, 1-nitro-2-feniletano, - (Berna et al., 2005)
ionona, geranilacetona
Tomate Cis-3-hexanal, hexanal, (Abegaz et al., 2004)

Tomate verde

Rancio

Floral

Frutal

Pungencia

Astringencia

Metdlico

geranilacetona

(E)-2-hexenal, metanol, trans-2-
heptanal

3-Metilbutanol, 1-penten-3-ona

2-Feniletanol

3-Metilbutanol, 1-penten-3-ona

2-Isobutiltiazol, 1-penten-3-ona,
6-metil-5-hepten-2-ona, trans-2-
heptanal

Acetona, hexanal, 6-metil-5-
hepten-2-ona

1-penten-3-ona

(Berna et al., 2005)

(Berna et al., 2005)

(Berna et al., 2005)

(Abegaz et al., 2004)

(Abegaz et al., 2004)

(Abegaz et al., 2004)

(Abegaz et al., 2004)
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La produccion de volatiles es afectada por condiciones celulares como:
disponibilidad de sustratos y enzimas, ubicacién de las reacciones, propiedades
fisicas de los sustratos y actividad de las enzimas (Schwab et al., 2008). La
composicién y concentracion de los metabolitos volatiles puede intensificar la
percepcion del sabor del tomate o contribuir a la formacion de sabores
desagradables. Estas concentraciones pueden variar segun la variedad, el
estado de madurez, el periodo de almacenamiento y los tratamientos

poscosecha (Krumbein et al., 2004).

La biosintesis de los metabolitos volatiles abarca rutas bioquimicas que
involucran diferentes enzimas y sustratos, donde los &cidos grasos,
aminoacidos libres y carotenoides son los principales precursores (Tieman et
al., 2007). Entre las rutas biosintéticas de mayor importancia en la produccién
de los metabolitos volatiles en plantas, se encuentran: la ruta de los acidos
grasos/lipoxigenasa, la ruta del mevalonato/no mevalonato que da origen a los
terpenos, y la ruta del &cido siquimico/triptéfano (Figura 4) (Marin-Loaiza y
Céspedes, 2007; Tieman et al., 2007).

2.6.1.1 Ruta de la lipoxigenasa (LOX). En las células eucariotas operan
fundamentalmente cuatro sistemas enzimaticos para la modificacion oxidativa
de los acidos grasos: a-oxidacion, B-oxidacion, co-oxidacién y ruta de la
lipoxigenasa (LOX). En general, se puede decir que los tres primeros carecen
de una especificidad de sustrato, mientras que el sistema LOX presenta una
clara especificidad, siendo exclusivo para acidos grasos poliinsaturados con
estructura Z,Z-1,4-pentadieno (Sanz et al., 1992). Las principales enzimas que
participan en este sistema son la LOX, hidroperdxido-liasa (HPL) y alcohol
deshidrogenasa (ADH), siendo la LOX la primera enzima involucrada en la

produccion de volatiles a partir de acidos grasos.
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Evidencias experimentales han revelado un incremento lineal en la actividad de
la LOX durante la maduracién de los frutos de tomate, cuya actividad maxima
ocurre en el estado cambiante (cambio de color verde a rojo) del fruto, y luego
disminuye en el estado maduro. A nivel celular la actividad de la LOX en frutos
de tomate se ha reportado tanto en los diferentes organelos de una célula como
en la parte soluble, y su mayor actividad se lleva a cabo entre la epidermis y el

mesocarpio del fruto (Yilmaz, 2001).

La ruta biosintética de los acidos grasos/lipoxigenasa es la responsable de la
produccion de los metabolitos volatiles Cs 0 también conocidos como volatiles
de hojas verdes como hexanal, hexenol y la cetona (Z) jasmona entre otros
(Rodriguez-Saona, 2012). Estos metabolitos volatiles se forman a partir de los
acidos grasos poli-insaturados, el acido linoléico y el acido linolénico. Ambos
acidos son componentes importantes de las membranas celulares de las
plantas, y son oxidados por la enzima lipoxigenasa cuando éstos son liberados
por el dafio mecénico en las hojas. En el proceso de conversién a los
metabolitos volatiles Cs, el &cido linolénico es oxidado al acido 9- o 13-
hidroperoxilinolénico o una mezcla de los dos. Estos son posteriormente son
fragmentados por la enzima hidroperoxido liasa para formar dos metabolitos:
uno de seis carbonos (Z-3-hexenal) y otro de 12 carbonos (el &cido 12-oxo-Z-9-
dodecandico). Después de una serie de re-ordenamientos, reducciones, y/o
esterificaciones, éstos producen los metabolitos volatiles Ce: (Z)-3-hexenal, (E)-
2-hexenal, (Z)-3-hexenol, y acetato de (Z)-3-hexenilo. Los metabolitos Cs son
tipicamente liberados inmediatamente como una respuesta rapida al dafio

mecanico en las plantas (Turlings y Wackers, 2004).

Debido a que la via de oxidacion de lipidos consiste en una secuencia de
enzimas (lipasa, LOX, HPL, isomerasa, alcohol deshidrogenasa (ADH), como
reportaron Turlings y Wackers (2004), se espera que haya diferentes tasas de
produccion de metabolitos volatiles en funcion del nimero de pasos enzimaticos
necesarios y de la actividad de las enzimas especificas (Christensen et al.,

2007). En frutos de tomate, los primeros metabolitos volatiles formados por la
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accion de la HPL son los aldehidos hexanal y (Z)-3—hexenal, derivados de los
acidos linoléico y linolénico, respectivamente. La enzima isomerasa puede
convertir el aldehido (Z)-3—-hexenal a (E)-2-hexenal, y ambos pueden ser
convertidos a los correspondientes alcoholes por la enzima ADH (Brauss et al.,
1998). Los alcoholes generados por la actividad de la ADH son sustratos
naturales para la formacién de ésteres, por la accién de la enzima alcohol
aciltransferasa (AAT) que forman: hexil, (2,E)-hexenil y (Z,3)-hexenil éster
(Salas, 2004).

2.6.1.2 Ruta del mevalonato/no mevalonato. Los terpenos representan una
de las clases mas grandes de metabolitos secundarios (Breitmaier, 2006), con
una gran diversidad de estructuras quimicas (lineales, ciclicas, policiclicas) y
con diferentes grupos funcionales como hidroxilos, carbonilos, cetonas,
aldehidos y/o con grupos peroxido. Estos metabolitos, también Illamados
isoprenoides, son encontrados en plantas como constituyentes de sus aceites
esenciales (McCaskill y Croteau, 1997) y cumplen funciones como hormonas
(giberelinas), pigmentos fotosintéticos (fitol, carotenoides), o transportadores de
electrones (ubiguinonas), y en algunos casos pueden actuar como atrayentes
de polinizadores o como repelentes de cierto tipo de insectos (Kessler y
Baldwin, 2001; Pichersky y Gershenzon, 2002). La mayoria de los terpenos
conocidos se deriva de estas vias, y los mas comunes son homoterpenos (p. €.,
iononas, 6-metil-5-hepten-2-ona, geranil acetona), monoterpenos (p. e., linalol,
limoneno, miriceno, trans (B-ocimeno), sesquiterpenos («-farneseno, nerolidol,
cariofileno) y diterpenos (cembreno, fitol) (Knudsen et al., 1993), aunque los
diterpenos se encuentran en menor proporcion debido a su baja volatilidad
(Loughrin et al., 1990). Los precursores de todos ellos son el isopentenil
difosfato (IPP) y su isdémero dimetil-alil difosfato (DMAPP), y segun el sitio de
sintesis dan origen a monoterpenos o0 a sesquiterpenos. Asi, si el IPP proviene
del &cido mevaldnico, su sintesis ocurre principalmente en el citosol, para que

luego dos moléculas de IPP se condensen con una de dimetil-alil-difosfato
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(DMAPP) y formen el farnesil difosfato (FPP), el cual es precursor de todos los
sesquiterpenos (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Caso diferente ocurre con los
monoterpenos, en los cuales el IPP es sintetizado a través de la ruta del no
mevalonato, 1-desoxi-D-xilosa-5-fosfato (DOXP), en los cloroplastos, donde se
transforma en su isbmero DMAPP, y por la condensacién de una molécula de
IPP con una de DMAPP se genera el geranil pirofosfato (GPP), precursor

universal de los monoterpenos (McCaskill y Croteau, 1998).

Algunas enzimas importantes en la produccion de los MS volatiles tipo terpeno
son: hidroximetil-glutaril coenzima A reductasa (HMGCo0AR), que es clave en la
biosintesis del mevalonato, y las terpeno sintetasas (TS), familia de enzimas
que cataliza la conversion de los intermediarios de la via de los terpenos [dimetil
alil difosfato (C5), geranil difosfato (GPP C10), farnesil difosfato (FPP C15),
geranilgeranil difosfato (C20)] en hemi, mono, sesqui, y diterpenos,
respectivamente (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Casi todos los productos de
hemi, mono y sesqui sintetasas son volatiles a temperatura ambiente y presién
atmosférica, y se encuentran como componentes de las flores (Shimada et al.,
2005).

Evidencias experimentales indican que los metabolitos volatiles 6-metil-5-
hepten-2-ona, geranil acetona, y farnesil acetona, son resultado de la oxidacion
de carotenoides aciclicos; mientras que o-ionona, -ionona y B-damascenona,
son productos probables del rompimiento oxidativo de los carotenoides ciclicos
y otros terpenoides glucosidados que pueden existir en el tejido vegetal
(Canoles et al.,, 2005). En tomate, el principal carotenoide es el licopeno,
responsable del color rojo. Los principales MV derivados de este carotenoide
son: 6-metil-5-hepten-2-ona, 6-metil-5-hepten-2-ol y geranil acetona (Caris-
Veyrat et al., 2003), los cuales se ha reportado que se incrementan durante la

maduracion del fruto de tomate (Gao et al., 2008).
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2.6.1.3 Ruta del acido siquimico/triptofano. Esta ruta es responsable de la
biosintesis de la mayoria de los metabolitos fendlicos de plantas. A partir de
eritrosa-4-P y del acido fosfoenolpirtvico se inicia una secuencia de reacciones
gue conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados de éste, asi como los
aminoé&cidos aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina. El primer paso en la
biosintesis de estos metabolitos es el que lleva a cabo la fenilalanina-amonio
liasa (PAL), al desaminar la fenilalanina para generar el acido cinamico (AC).
Luego sigue la eliminacion de dos carbonos de la cadena, usando al AC como
precursor. Para esto se han propuesto dos rutas; la via -oxidacion dependiente
de CoA, andloga a la B-oxidacion de acidos grasos, y la via alterna
independiente de CoA, no B-oxidativa (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Esta
ruta da origen también al salicilato de metilo, el cual es producido via sintesis

del acido salicilico.

El metabolismo de los aminoacidos también genera metabolitos alifaticos,
alcoholes ramificados, aldehidos, cetonas, &cidos y ésteres. La biosintesis de
estos volatiles involucra principalmente tres enzimas: aminotransferasa,
descaboxilasa y ADH, sintesis en la que el aminoacido leucina es convertido a
3-metilbutanol y 3-metilbutanal (Tieman et al., 2007). El indol, un compuesto
volatil que contiene nitrégeno, es producido por la ruta del triptéfano y es su
intermediario en la sintesis de este aminoacido (Rodriguez-Saona, 2012).

2.6.2 Metabolitos Volatiles Emitidos por Hongos

Aproximadamente 250 MV han sido identificados a partir de hongos, los cuales
se producen como mezclas de hidrocarburos simples, aldehidos, cetonas,
alcoholes, fenoles, tioésteres y sus derivados, incluyendo, entre otros, los
derivados del benceno, y ciclohexanos (Korpi et al.,, 2009). Los metabolitos
volatiles emitidos por hongos se derivan de las vias de metabolismo primario y

secundario, (cuadro 4). Estos metabolitos se pueden difundir a través de la
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atmaosfera y el suelo, por lo que pueden servir como indicadores de la presencia

de estos.

Algunos ecologistas han reportado el papel de muchos metabolitos organicos
volatiles fungicos como semioquimicos que funcionan como atrayentes y
elementos de disuasion a los insectos y otros invertebrados. En la agricultura,
los MV de hongos se han utilizado como parte de las estrategias de control
biolégico para prevenir el crecimiento de patdgenos en plantas (Mercier y
Manker, 2005; Fernando y Nawalage, 2011). Ademas, hay un creciente interés
en el estudio de los efectos promotores del crecimiento vegetal de estas
mezclas de MV (Hyakumachi y Kubota, 2004; El-Tarabily y Sivasithamparam,
2006). En la industria alimentaria, las mismas propiedades de control biolégico
se utilizan para prevenir el crecimiento de hongos después de la cosecha, en lo
gue se denomina "micofumigacién” (Lee et al., 2009; Park et al., 2010). Mas
recientemente, los MV de hongos han sido estudiados por su papel potencial
como combustible, conocido popularmente como "micodiesel" (Morath et al.,
2012).

2.6.3 Volatiles Emitidos como Respuesta al Estrés Bidtico

En la naturaleza existen MS voléatiles que se encuentran liberados de
forma natural y los inducidos. La mayoria de los volatiles emitidos de forma
natural normalmente son liberados por frutos sanos e intactos y se convierten
en metabolitos volatiles inducidos los que se producen después de dafio foliar o
algun tipo de estrés lo que cambia forma cualitativa y cuantitativa estas

emisiones (Van Den Boom et al., 2004; Vuorinen et al., 2004). Por ejemplo, el
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Cuadro 4. Estructuras, funciones y olores de metabolitos volatiles comunes
emitidos por hongos.

Molécula Estructura Funcién; olor
1-Octan-3-ol Semioquimico;
\)OH\/\/\ o
Acetato de 3-metil Antifangico; platano
1-butanol CH,
H,C )\/\ OH
-carofileno Promotor de
crecimiento en
plantas; madera
1,8-Cineol Antifungico; alcanfor
0

Fuente: Morath et al. (2012)
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dafio mecéanico en maiz libera una mezcla de volatiles diferente a la producida
por herbivoros masticadores (Bautista-Lozada et al., 2012). En contraste con la
emision de volatiles emitidos de forma natural, los volatiles inducidos se
producen después de que la planta o el fruto ha sufrido algun dafio o infeccién
por cualquier microorganismo (Cardoza et al., 2002; Jansen et al., 2009; Blasioli
et al., 2010) asi como también por factores abidticos ya sea falta o exceso de
agua, falta de nutrientes, luz, entre otros (Vickers et al., 2009). La ventaja de
estos MV inducidos es que son sintetizados de novo sélo cuando es necesario y
por lo tanto, son mas economicos en términos de carbono y no reducen el

funcionamiento de la planta o fruto (Close y McArthur, 2002).

Varios estudios indican que el ataque por hongos también altera la biosintesis y
emision de metabolitos volatiles. Jansen et al. (2009), inocularon plantas de
tomate con el hongo Botrytis cinerea, y detectd diferencias entre el perfil de
volatiles emitidos por hojas inoculadas comparadas con un testigo que estaban
libres de la infeccidén. Estos volatiles fueron detectados e identificados por
cromatografia de gases acoplados a un espectrofotometro de masas (CG-MS).
Se detectaron principalmente productos de la ruta de la lipoxigenasa y
monoterpenos (cuadro 5), los cuales aumentaron al avanzar el proceso de la

infeccion.

El aumento de las emisiones de productos LOX demostr6 ser un fuerte
indicador de una respuesta al estrés provocado por el hongo, lo que indica que
las emisiones de MV se pueden utilizar para detectar estrés de la planta en una

etapa temprana.

Recientemente, se realiz6 un estudio para detectar y clasificar tres
enfermedades poscosecha en frutos de ardndano, en base a la emision de
volatiles mediante un sensor de gas o nariz electronica (Li et al., 2010). Las
enfermedades analizadas fueron las causadas por Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, y Colletotrichum gloeosporioides. Los autores identificaron seis
metabolitos en los frutos infectados y el testigo: (1) estireno; (2) 1-metil-2-(1-

metiletil) benceno; (3) eucaliptol; (4) undecano; (5) tujopseno (1aS,4aS,8aS-
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Cuadro 5. Metabolitos volatiles emitidos en mayor concentracion por hojas de
tomate inoculadas con Botrytis cinerea.

Productos derivados de LOX Monoterpenos
cis-3-Hexenal B-Feladreno
cis-3-Hexenol a-Feladreno

trans-2-Hexenal 2-Careno
1-Penten-3-ol Limoneno
cis-3-Hexenil Pineno

Fuente: Jansen et al. (2009)
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2,4a,8,8-Tetrametil-1,1a,4,4a,5,6,7,8-octahidrociclopropano) (cuadro 6). Se
observaron diferencias en el perfil de esos metabolitos entre los diferentes
tratamientos, detectandose en el testigo los metabolitos del 1 al 3; mientras que
los primeros cuatro metabolitos volatiles fueron detectados en los frutos
infectados por los hongos C. gloeosporioides y B. cinerea, y en el caso de los
frutos infectados por A. alternata se detectaron los 5 metabolitos. Es importante
sefalar que el terpenoide tujopseno fue detectado solo en los frutos infectados

con A. alternata.

Hay una amplia diversidad de MV inducidos durante la interaccién planta-
patdégeno, incluyendo alquenos, alcanos, acidos carboxilicos y alcoholes, pero
los metabolitos dominantes tienden a ser los terpenos y los metabolitos volatiles
productos de la LOX (Van Den Boom et al., 2004). Las emisiones de los
organos dafiados de las plantas pueden ocurrir como un resultado del dafio
mecanico, independientemente de cualquier influencia de organismos bioticos
(Fall et al., 1999). En respuesta al dafio, algunos productos derivados de la via
de LOX tales como (Z)-3-hexenilo de etilo son también liberados de las hojas
intactas mas jovenes cuando un herbivoro esta dafiando la planta, lo que indica
que la ruta de la lipoxigenasa (LOX) que oxida productos catabolicos de acidos
grasos, ha sido activado (Dudareva et al., 2004). La mayoria de los productos
de LOX no son especificos de ningun taxén vegetal. Alguno de estos
metabolitos estimulan la produccién de &cido jasmaonico y la sintesis de novo de
homo y sesquiterpenos (Reddy et al., 2002). Los monoterpenos forman casi el
100% de las emisiones totales de metabolitos volatiles de plantas intactas de
repollo, mientras que cuando algun herbivoro causa algun dafio, estos
metabolitos aumentan en su emisién pero la proporcién disminuye por debajo
de 60%, debido a que los homoterpenos y sesquiterpenos también son

inducidos (Vuorinen et al., 2004).

Aunque ciertas especies de plantas infectadas por diferentes patdgenos pueden
emitir volatiles similares, asi como también diferentes especies de plantas

pueden emitir los mismos MV después de haber sido infectadas con un mismo
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Cuadro 6. Metabolitos volatiles detectados en frutos de arandano inoculados
con tres géneros diferentes de hongos.

Compuesto Concentracion de volatiles (ng/Kg)
Testigo Alternaria Botrytis Colletotrichum
alternaria cinerea gloeosporioides
Estireno 0.03548 0.04696  0.04694 0.02551
1-Metil-2-(1-metiletil)- 0.00493 0.01428 0.01646 0.02966
benceno
Eucaliptol 0.00404 0.03115 0.03897 0.01791
Undecano - 0.01674  0.02460 0.02435
Tujopseno - 0.03478 - -

Fuente: Li et al. (2010)
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patégeno, se sugiere que el perfil de los MV emitido puede ser especifico para

una cierta interaccion planta-patogeno (Jansen et al., 2011).

2.6.4 (EI Perfil de Volétiles Inducido es Especifico a un Determinado

Patégeno?

Un primer argumento que apoya la presencia de una mezcla especifica de MV
por un determinado patdgeno proviene de estudios moleculares sobre la
interaccion (Baron y Zambryski, 1995; Kombrink y Somssich, 1995; Huang et
al., 2003). Se reconocen tres importantes vias de sefializacién en el mecanismo
de defensa que participan en las interacciones bibticas de plantas: el acido

jasmonico, el acido salicilico y la via de etileno (Koornneef y Pieterse, 2008).

Estas vias de sefializacion conducen de forma individual a tres respuestas
diferentes, tales como la produccion de un cierto volatil o volatiles. Sin embargo,
hay una extensa comunicacion entre estas sefiales, que conduce a
interacciones antagonistas y sinergistas. Por ejemplo, amplia evidencia
cientifica muestra que los acidos jasmonico y salicilico pueden actuar de forma
antagonista (Zarate et al., 2007). Generalmente, las defensas dependientes del
acido salicilico se activan méas fuertemente en respuesta a agentes patdégenos
biotroficos; mientras que las defensas dependientes de &cido jasmonico y
etileno se activan en respuesta a patdégenos necrotréficos (como Botrytis spp., y
Alternaria spp.) y herbivoros (Koornneef y Pieterse, 2008). En el maiz, la
emision de MV inducidos por herbivoros se redujeron aproximadamente un 50%
cuando las plantas también estaban infectadas con un patdégeno biotrofo
(Rostas et al.,, 2006). Un posible mecanismo de lo que ocurre es que la
infeccion fungica induce las defensas dependientes del acido salicilico, lo que
reduce la sefializacion por la via de acido jasmonico debido a la interaccion

antagonica entre estas vias (Koornneef y Pieterse, 2008).
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Otro argumento que apoya la presencia de MV especificos en una cierta
interaccion planta-patégeno proviene de estudios de herbivoros con plantas.
Por ejemplo, los insectos usan la informacion volatil de la planta que es inducida
por el ataque de herbivoros. En este enfoque, las plantas liberan metabolitos
volatiles que actian como sefales para atraer sélo ciertos pardsitos que
ataquen dichos herbivoros (Dicke, 2009). En un estudio realizado, plantas de
papa fueron expuestas a diferentes organismos, un patégeno (Phytophthora
infestans), y cuatro tipos de herbivoros; acaros (Tetranychus urticae), trips
(Frankliniella occidentalis), afidos (Myzus persicae), y orugas (Spodoptera
exigua). Los resultados mostraron la emision de diferente perfil de MV. Aunque
todas las mezclas contenian los mismos metabolitos principales, tales como
salicilato de metilo, numerosos productos derivados de la LOX, (E)-4,8-
dimetilnona-1,3,7-trieno (DMNT), (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11 tridecatetraeno
(TMTT), (E)-B-ocimeno y a-farneseno, cada mezcla fue caracteristica de cada
organismo, lo cual se pudo concluir con la ayuda de un analisis multivariado de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) (Jansen et al., 2011).
Cardoza et al. (2002) inocularon plantas de cacahuete, Arachis hypogaea con
moho blanco (Sclerotium rolfsii), y emitieron una mezcla de metabolitos
organicos que difiere tanto cuantitativa como cualitativamente de la mezcla
emitida por las plantas dafiadas por larvas de gusano de la remolacha
(Spodoptera exigua) asi como también de plantas sanas. El ataque del gusano
indujo la liberacion de productos de lipoxigenasa (hexenol, hexenal, y
hexenilo), terpenoides, e indol. El salicilato de metilo compuesto derivado de la
planta y el compuesto 3-octanona producido por el hongo, se detectaron sélo en
las muestras de plantas infectadas con el hongo. Estos resultados muestran
que diferentes factores bidticos pueden desencadenar la liberacion de

metabolitos volatiles especificos para cada estresor.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue analizar los metabolitos
volatiles libres emitidos por frutos de tomate como respuesta a la infeccion

causada por el fitopatdgeno Alternaria alternata; asi como también identificar
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metabolitos volétiles que puedan ser indicadores del inicio de la infeccion

utilizando una técnica no destructiva.
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3. HIPOTESIS

Existen metabolitos volétiles especificos que se producen antes de la
manifestacion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad causada por
Alternaria alternata en el fruto de tomate que pueden ser indicadores del inicio

de infeccion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar los cambios en el perfil de metabolitos volatiles en frutos de

tomate infectados por Alternaria alternata, bajo condiciones de almacenamiento

y comercializacion, indicadores de la infeccion temprana causada por este

patogeno.

4.2 Objetivos Especificos

v' Optimizar la técnica para la deteccion de compuestos volatiles libres.

v" Determinar los volatiles producidos por el hongo A. alternata.

v' Determinar los cambios en el perfil de metabolitos volatiles en frutos de
tomate sano e infectado con A. alternata, bajo temperatura de
almacenamiento (15°C) y comercializacion (20°C).

v' Determinar el inicio y desarrollo de la infecciébn en frutos de tomate

infectado con A. alternata, bajo temperatura de almacenamiento (15°C) y
comercializacion (20°C).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Seleccién del Material Vegetal

Se utilizaron frutos de tomate (Solanum lycopersicum) tipo bola var. "Rutgers”
en estado de madurez rojo claro, de tamafo uniforme y libre de dafios visuales.
Para determinar el estado de madurez de los frutos, al inicio del experimento se

les determiné la produccion de etileno y CO, (Troncoso-Rojas et al., 2005).

5.2 Preparacion de Cultivos de A. alternata

Se utilizé una cepa de Alternaria alternata previamente aislada de frutos de
tomate infectados, y conservada en refrigeracion en el laboratorio de
Biotecnologia de Vegetales de la Coordinacién de Tecnologia de Alimentos de
Origen Vegetal del Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A.C.
Se evalud la viabilidad y capacidad infectiva del hongo inoculando frutos de
tomate con la cepa. Se consider6 como cepa viable al desarrollarse la infeccion

en los frutos inoculados.
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5.3 Preparacion del Indculo

A partir de cepas puras del patdbgeno se preparé una suspension de esporas
utilizando colonias de 7-10 dias de crecimiento. Las esporas se obtuvieron
raspando suavemente la superficie del micelio utilizando agua destilada estéril.
Se determind la concentracion de esporas en la suspension obtenida con ayuda
de un microscopio y una camara de Neubauer, de acuerdo al método descrito
por (French y Hebert, 1980; Troncoso-Rojas et al., 2005). Se utilizaron
diferentes concentraciones de esporas (1 x 10°% 1 x 10% 1 x 10° 1 x 10°
esporas/mL) con el fin de determinar la concentracion minima necesaria para el
desarrollo de la infeccion y a la cual se pueden detectar los volatiles emitidos

por frutos inoculados.

5.4 Inoculaciéon de Frutos de Tomate

Los frutos de tomate se agruparon en dos lotes. Se lavaron con
hipoclorito de sodio a una concentracién de 200 ppm para eliminar o reducir la
carga microbiana inicial, se enjuagaron con agua destilada estéril y se dejaron
secar a temperatura ambiente. Posteriormente, un grupo se inoculé por
inmersion en las suspensiones de esporas de A. alternata previamente
preparada. El segundo lote se sumergié Unicamente en agua destilada estéril,
se dej6é secar a temperatura ambiente y se consider6 como testigo. Los frutos
se dividieron en dos sublotes y se colocaron en camaras de refrigeracion para

simular condiciones de almacenamiento (15 °C) y comercializacion (20°C).
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5.5 Deteccidon de Metabolitos Volatiles por Cromatografia de Gases

5.5.1 Optimizacion del Método de Deteccion de Metabolitos Volatiles

Libres

Se establecio el método de deteccion de los metabolitos volatiles evaluando
diferentes parametros: a) el tipo de fibra a utilizar en la técnica de
microextraccion en fase sélida (MEFS), b) tiempos de adsorcién y desorcion, c)
tipos de columna, y d) condiciones cromatograficas. Se evaluaron tres tipos de
fibra con diferente polaridad: 100 um polidimetilsiloxano (PDMS), 75 um/85 um
Polidimetilsiloxano/Carboxen (PDMS/CAR), 60 pum Polidimetilsiloxano/
Divinilbenceno (DVB/PDMS), (Supelco, USA). Se evaluaron cinco tiempos de
adsorciéon: 5, 10, 30, 60 y 120 minutos, asi como también tres tiempos de
desorcion: 5, 10 y 15 min. Se evaluaron cuatro columnas con distinta polaridad:
columna capilar de silica fundida DB-1 (dimetilpolisiloxano, 30 m, 0.5 um, 0.25
mm d.i.), columna capilar de silica fundida con fase enlazada DB-5 (fenil-
metilpolisiloxano, 30 m, 0.5 um, y 0.25 mm d.i.), columna capilar de silica
fundida con fase enlazada DB-Wax (polietilenglicol, 30 m, 0.2 um, y 0.25 mm
d.i.) (J&W Scientific Inc. Folson CA), y columna capilar de silica fundida
Supelcowax 10 (30 m, 0.25 um, 0.25 mm, Supelco-Sigma-Aldrich, USA), en un
cromatdgrafo de gases (CG) Agilent 5975C.

5.5.2 Metabolitos Voléatiles Emitidos por Alternatia alternata Bajo
Condiciones In Vitro

El hongo se sembré en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA, por sus

siglas en inglés), se incubd a una temperatura entre 26+2°C por 10 dias. Se
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determind la emision de los volatiles en tiempo real usando la técnica de
espacio de cabeza y MEFS. Para la adsorcion de los metabolitos volatiles de
las placas, se utiliz6 una fiora PDMS/CAR (75 um, Sigma-Aldrich), que se

expuso durante 60 min a temperatura ambiente.

Los metabolitos volatiles fueron posteriormente desorbidos en el puerto de
inyeccién del cromatégrafo de gases Agilent 5975C equipado con una columna
capilar Supelcowax 10 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum; Supelco, USA), y un
detector de ionizacion de flama. La deteccion de estos metabolitos se realiz6 de
acuerdo al método reportado Facundo et al. (2012) con los ajustes
correspondientes. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:
temperatura del puerto de inyeccién y del detector fue de 250°C. Se utilizé el
siguiente programa de temperatura: 40°C temperatura inicial (5 min),
incremento de 5°C/min hasta 70°C, manteniéndose asi durante 1 min,
incremento de 10°C/min hasta 150°C, ésta Ultima se mantuvo durante 8 min. Se

utilizé helio como gas acarreador, a una velocidad de 1 mL/min.

La identificacién de los metabolitos volatiles se realiz6 por comparacion de los
tiempos de retencion obtenidos con respecto a los registrados con estandares
de alta pureza (Sigma-Aldrich). Se confirmaron mediante un detector de masas
cuadrupolo Triple-Axis HED-EM (Agilent) operado con una energia de
ionizacion de 70 eV, y un rango de masas de 35-400 m/z. Las temperaturas de
la linea de transferencia y de la trampa de iones fueron 250 y 180°C,
respectivamente. Se compararon los espectros obtenidos de las muestras
contra los reportados en la biblioteca NIST 2011 del detector de masas (Salas
Salazar et al., 2011).
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5.5.3 Metabolitos Voléatiles Emitidos por Tomate Sano e Infectado con A.
alternata

Los frutos inoculados o no con el patdgeno se colocaron en forma individual
dentro de recipientes de vidrio de 400 mL de capacidad. La tapadera de los
contenedores se adapté con una septa PTFE de silicon de 20 mm de diametro
para la toma de muestra. Se determiné la emision de los volétiles en tiempo real
usando la técnica de espacio de cabeza, para lo cual se utilizaron 4 frutos por
tratamiento y diferentes temperaturas (15 y 20°C). Se tom6 una muestra de los
volatiles del espacio de cabeza a los siguientes tiempos de muestreo: 0, 3, 6, 9,
24,y 48 horas. El analisis de los volatiles se realizé por cromatografia de gases
siguiendo la metodologia previamente descrita en la seccion 5.5.2.

5.5.4 Precision del Método Cromatografico

Se utilizaron 10 estandares obtenidos de la comparfiia Sigma-Aldrich: hexanal;
acetato de 2-metilbutil; 3-metil,butanol; acetato de hexilo; trans-2-hexenal; 6-
metil-5-hepten-1-ona; cis-3-hexanol; nonanal; 2-isobutiltiazol; y acetato de etilo .
Se prepararon a una concentracion de 2.5 x 10 ug/mL, se colocé 1 pL de cada
estandar en un vial de 4 mL y se adsorbieron por triplicado mediante la técnica
de MEFS. Se calcul6 el promedio, desviacion estandar y coeficiente de

variacion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Doénde:
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CV: Coeficiente de variaciéon

o: Desviacion estandar

X : Promedio de las mediciones

5.6 Determinacion del Inicio y Desarrollo de la Infeccién en Tomate Causada
por A. alternata

Se registro el desarrollo de la infeccién por A. alternata en frutos de tomate a
diferentes tiempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96 y 144 horas. Se midi6 el tamafio
de la lesion en la superficie de los frutos con ayuda de un vernier y los

resultados se reportaron en milimetros cuadrados (Troncoso-Rojas et al., 2005).

5.7 Disefio de Experimentos

Para optimizar el método de deteccién de metabolitos volatiles por la técnica de
microextraccion en fase solida y cromatografia de gases, se utilizé un disefio
completamente al azar para los parametros: tipo de fibra, y tiempos de
adsorciéon, tomando como variable respuesta el area total de los metabolitos
volétiles detectados.

El andlisis de los metabolitos volatiles emitidos por frutos de tomate sano e
infectado, asi como por el hongo Alternaria alternata, se realiz6 mediante un
analisis descriptivo.

Para determinar el efecto de la temperatura en el perfil de los metabolitos
volatiles emitidos por frutos de tomate sano, se utilizé un disefio completamente

al azar con arreglo factorial de dos factores AxB, en donde A: representé el
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factor temperatura con dos niveles (15 y 20°C), y B: represent6 el tiempo de
muestreo con 3 niveles (0, 24 y 48 horas).

Se realizO un andlisis de varianza (ANOVA) para estimar diferencias
significativas (P< 0.05) y se aplicé la prueba de comparacién de medias por el

meétodo de Tukey-Kramer, mediante el programa estadistico NCSS (2007).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Optimizacion del Método de Deteccion de Metabolitos Volatiles Libres de

Tomate

Se optimizaron los parametros para la separacion e identificacion de los
metabolitos volatiles mediante cromatografia de gases. La confirmacion de los
metabolitos volatiles se hizo mediante un detector de masas.

6.1.1 Seleccién de la Fibra en MEFS

Los resultados de la evaluacion de los tres tipos de fibras (polidimetilsiloxano
(PDMS), carboxen/divinilbenceno (CAR/DVB); polidimetilsiloxano/carboxen
(PDMS/CAR) las cuales poseen distinta polaridad para la adsorcion de volatiles
libres de frutos de tomate mediante la técnica de microextraccion en fase solida,
mostraron que la fibra bipolar CAR/PDMS, con un tiempo de adsorcién de 60
minutos y una columna completamente polar (Supelcowax 10) presentdé mayor
capacidad de adsorcion de los volatiles, como puede apreciarse en la figura 5.
La adsorcion de los volatiles con la fibra CAR/PMDS registré un area total de
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Figura 5. Area total de metabolitos volatiles libres detectados en frutos de
tomate por cromatografia de gases y adsorbidos con diferentes fibras utilizadas
en la microextraccion en fase sélida. Las barras de error indican el error
estandar de la media (n = 3).
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1,677,042 unidades de éarea, el cual fue mayor que las otras dos fibras

evaluadas.

La naturaleza de los metabolitos que recubren la fibora PDMS/CAR la hacen una
fibra bipolar lo cual le dio una mayor capacidad de adsorcidon y captacion de
estos MV. Ademas, la fibra contiene micro y macro poros que permiten una
mayor migracion de los analitos hacia la fibra, favoreciendo la adsorcion de
metabolitos de bajo peso molecular como C,-Cy4. Estos resultados coinciden
con los reportados por Beltran et al. (2006), quienes utilizaron la misma fibra
para adsorber metabolitos responsables del aroma en frutos de tomate

macerado y homogenizado.

6.1.2 Tiempos de Adsorcién de la Fibra CAR/PDMS

Un parametro importante a considerar en un buen desarrollo de MEFS es el
tiempo minimo para generar un espacio de cabeza saturado (Pefalver
Hernando, 2002). En la figura 6 se muestran los resultados del tiempo de
adsorcion sobre el area de los volatiles detectados. Se puede observar que
hubo un incremento gradual en el area total de MV, al incrementarse el tiempo
de adsorcion, a diferencia de Diaz de Ledn-Sanchez et al. (2009) que utilizaron
fruto de tomate homogenizado y observaron que 10 minutos o mas de

adsorcion mediante MEFS no hubo diferencia significativa.

Sin embargo, no se observan diferencias significativas entre los 60 y 120
minutos Estos resultados coinciden con los publicados (Beltran et al., 2006),
quienes determinaron los metabolitos volatiles del aroma y el sabor de frutos de
tomate utilizando MEFS seguida de CG-MS utilizando este mismo tiempo de
adsorcion. Con base en los resultados obtenidos, se establece que el tiempo
que permiti6 una mayor adsorcion de metabolitos volatiles con la fibra
PDMS/CAR fue de 60 minutos.
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Figura 6. Area total de los metabolitos volatiles libres emitidos por frutos de
tomate, adsorbidos con la fibra Polidimetilsiioxano/Carboxen a diferentes
tiempos de adsorcién y detectados por CG. Las barras de error indican el error
estandar de la media (n = 3).
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6.1.3 Precision del Método Cromatografico para la Deteccién de

Metabolitos Volétiles Libres

En la figura 7 se presenta un cromatograma de la mezcla de los estandares
volatiles comerciales utilizados en este estudio. Como se puede observar, los
estandares se detectaron a diferentes tiempos de retencion obteniéndose una
buena resoluciéon, con un tiempo de corrida cromatografica de 27 minutos,
donde, el primer volatil de interés para el estudio presentd un tiempo de
retenciéon de (18 minutos ) y el dltimo estandar en separarse fue a los (26
minutos ). Por lo tanto, la utilizacion de la técnica de microextraccion en fase
solida, asi como las condiciones cromatograficas utilizadas (descritas en el
apartado 5.6.3), permitid6 una Optima separacion de los estandares, con un
coeficiente de variacion (CV) de 1.48 % (Hexanal), 7.29 % (Acetato de 2-
metilbutil), 10.23% (3-Metil,1-butanol), 3.04 % (Acetato de hexil), 14.00 %
(Trans-2-hexenal) , 1.02 % (6-Metil-5-hepten-1-ona), 13.51 % (Cis-3-hexanol),
16.21 % (Acetato de etil), 20.97 % (Nonanal) y 3.21 % (2-Isobutitiazol) y estos
presentaron coeficientes de variacion por debajo del 20% a excepcién de

Nonanal, por lo que el método propuesto presenta una repetibilidad adecuada.

6.2 Metabolitos Volatiles Emitidos por Alternaria alternata bajo Condiciones In
Vitro

En la figura 8 se presenta un cromatograma de los metabolitos volatiles
detectados en placas de PDA sin el hongo (figura 8a), asi como también un
cromatograma de los MV detectados en muestras de Alternaria alternata
creciendo en el medio de cultivo PDA (figura 8b). En la figura 8a se puede

observar que se detectaron varios picos bien definidos, los cuales fueron
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Figura 7. Cromatograma de una mezcla de estandares obtenido por
microextraccion en fase sélida con una fibra de Polidimetilsiloxano/Carboxen y
cromatografia de gases (CV: coeficiente de variacion) (n = 3).
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Figura 8. Metabolitos volatiles

libres detectados en A. alternata por
cromatografia de gases acoplado a un detector de masas y microextraccion en
fase solida con la fibra Polidimetilsiloxano/Carboxen: a) medio PDA; b) medio
PDA inoculado con una cepa de A. alternata después de 10 dias de incubacion.
1A) Patrones de fragmentacion de la muestra (estireno), 1B) Patrones de
fragmentacién del estireno de la biblioteca NIST 2011. 2A) Patrones de
fragmentacion de la muestra (azuleno), 2B) Patrones de fragmentacion del
azuleno de la biblioteca NIST 2011. Los numeros incluidos en la figura 8b
corresponden a los incluidos en el Cuadro 7.



liberados por el medio de cultivo PDA sin el hongo. De esos metabolitos, solo
se pudo identificar el pico detectado al tiempo de retencién de 14.5 minutos,
correspondiendo éste al estireno. En la figura 8b, se presentan los volatiles
detectados en muestras del hongo. Estos volatiles se detectaron a tiempos de
retencion diferentes con los detectados en las placas sin el hongo, con
excepcion del pico detectado a los 14.5 min. La mayoria de los picos
detectados presentaron baja abundancia, mientras que el pico detectado a los
14.5 min, present6 una abundancia muy elevada. De los picos detectados, doce
compuestos fueron identificados (cuadro 7) de acuerdo a los tiempos de
retencion obtenidos en los estdndares comerciales utilizados en este estudio.
Asimismo, los compuestos fueron confirmados mediante un detector de masas
tipo cuadrupolo, de acuerdo a la comparacion de los patrones de fragmentacion
de cada uno de los volatiles identificados en la muestra, con el reportado en la
biblioteca NIST 2011 del detector de masas.

El analisis del espectro de masas del pico marcado con el nUmero 7 en la figura
8b, el cual fue previamente identificado como estireno, presenta un patrén de
fragmentacién (figura 8b 1A) en donde se observa el ibn padre con una masa
de 104 m/z y sus iones hijos de 78 y 51 m/z. Este patron de fragmentacion fue
muy similar al reportado en la biblioteca NIST del detector de masas (figura 8b
1B), por lo que se confirma que el compuesto corresponde a estireno. En el
caso del pico marcado con el numero 12 en la figura 8b, se obtuvo un patron
de fragmentacion (figura 8b 2A) en donde se observé al ion padre con 108
m/z y los iones hijos con 102, 75, 63, 51 y 39 m/z. Este patrén de fragmentacién
presento alta similitud con lo reportado en la biblioteca NIST (figura 8b 2B), por
lo que se confirma la presencia de azuleno. Los otros compuestos identificados
fueron confirmados de la misma manera (espectros no mostrados). Entre los
metabolitos identificados se encuentran compuestos aromaticos, alcoholes,
esteres y terpenos, como tolueno, metilbenceno, xileno, limoneno, estireno y
azuleno. El compuesto detectado a los 14.5 min fue identificado como estireno,

el cual también fue detectado en las placas Petri con PDA sin el hongo; sin
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Cuadro 7. Metabolitos volatiles libres emitidos por Alternaria alternata a los 10
dias de crecimiento en medio de cultivo PDA.

Numero de Tr (min) Metabolitos volatiles
pico
1 7.51 Tolueno
2 10.85 1-3 Dimetil benceno
3 10.38 Etilbenceno
4 12.40 Xileno
5 12.60 Limoneno
6 13.13 2-Metil,1-butanol
7 145 Estireno
8 16.26 Metilestireno
9 16.35 Ester del acido 2-metil,2-
butanoico,2 metil ester
10 16.80 3,3,4-Trimetil-5-fenil,1-penteno
11 17.66 Heptametil-1-noneno
12 23.22 Biciclo (5,3,0) decapentaeno

(Azuleno)
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embargo, su intensidad fue mucho mayor en las muestras tomadas del hongo
con respecto a aquellas tomadas de las placas Petri sin A. alternata, por lo que

se puede sugerir que el hongo esta liberando ese compuesto.

Pagot et al. (2007) sugieren que dentro del metabolismo del hongo Penicillium
camemberti las enzimas fenilalanina amonio-liasa y la descarboxilasa del acido
cindmico estan implicadas en el proceso de convertir la fenilalanina en estireno.
Por otra parte, se ha reportado que la fenilalanina es un producto de biosintesis
de glucosa (Snell et al., 1996), y debido a que la glucosa es la fuente de
carbono en el medio de cultivo PDA, es posible que el hongo A. alternata
pueda sintetizar y emitir este MV tal y como se ha reportado por (Beck et al.,
2008) en Fusarium oxysporum. La produccion de estireno también se ha
reportado en otras especies de hongos como: Penicillium sp., Cladosporium sp.,
Aspergillus niger , Emericella sp., Mucor plumbeus y Trichoderma sp. (Nieminen
et al., 2008).

En general, los metabolitos volétiles detectados en A. alternata coinciden
parcialmente con los reportados en la literatura. Schuchardt y Kruse (2009)
analizaron los metabolitos volatiles producidos por 14 hongos que se
encuentran comunmente en el ambiente, entre los cuales se encontré Alternaria
alternata. Los hongos se sembraron en diferentes medios de cultivo (agar
extracto de Malta, agar Czapek-Dox, y agar “wallpaper plaster” en placas de
vidrio y se detectaron e identificaron los volatiles por cromatografia de gases-
masas utilizando Tenax para la adsorcion de volatiles. Los MV detectados en A.
alternata fueron: acetona, propanal, etanol, 1-propanol, 2-butanol, 3-metilfuran,
2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y limoneno. De estos metabolitos, so6lo los
ultimos dos coinciden con los detectados en el presente estudio. Los autores
concluyen que el perfil de cada hongo depende de la especie y medio de
cultivo, asi como también de la técnica utilizada y las condiciones de extraccion.
Los metabolitos volatiles detectados en nuestro estudio como: 3,3,4-trimetil-5-
fenil,1-penteno, éster del acido 2-metil,2-butanoico y azuleno, no se encontraron

reportados para el hongo A. alternata.
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Los metabolitos volatiles emitidos por los hongos pueden ser utilizados como
indicadores de su presencia. En los ultimos afios se han realizado varios
estudios sobre la deteccidon de metabolitos organicos volatiles microbianos
considerados como indicadores de contaminacibn con hongos, como el
realizado por Lamanaka et al. (2014). En ese estudio los autores adsorbieron
mediante MEFS metabolitos volatiles emitidos por tres hongos: (Penicillium
brevicompactum, Aspergillus luchuensis y P. crustosum), que se encuentran
comunmente infectando el grano de café. Entre los MV detectados, el oct-1-en-
3-ol se detecto en el café crudo infectado con A. luchuensis que no se encontrd
en café sano. Este compuesto se caracteriza por el olor a moho y tierra y puede
estar relacionado con caracteristicas negativas en la calidad y el andlisis
sensorial del café. Miiller et al. (2013) caracterizaron y compararon el perfil del
aroma de hongos micorrizicos, patégenos y sapréfitos crecidos en placas de
vidrio utilizando medio Melin-Norkrans, con el objetivo de utilizar estos perfiles
como una herramienta para discriminar entre grupos y especies. Los autores
encontraron que las especies de hongos difieren en sus perfiles de olor, en
particular en el perfil de los sesquiterpenos. Este estudio apoya fuertemente el
concepto de que los perfiles de los metabolitos volatiles se pueden utilizar para

la identificacion y deteccidn no invasiva de diferentes grupos de hongos.

6.3 Metabolitos Volatiles Libres Emitidos por Tomate Sano e Inoculado con

Alternaria

En este experimento se utilizaron frutos de tomate con una tasa respiratoria de
20.28 + 1.89 mL COy/kg-h y una produccion de etileno de 4.50 + 1.19 uL/kg-h,
lo cual indica que el estado de madurez de los frutos fue entre rojo-claro y rojo-
maduro. Estos resultados son similares a los reportados por Atta-Aly et al.
(1998) quienes evaluaron la produccion de etileno y la tasa respiratoria de frutos

de tomate cv "Rutgers’. Los autores reportaron una produccion de etileno de
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3.95 y 6 pL/kg-h para los estados de madurez cambiante y rojo-maduro,
respectivamente; mientras que la tasa respiratoria fue de 26 y 23 mL/kg-h de

CO,, respectivamente.

6.3.1 Metabolitos Volatiles Emitidos por Frutos Sanos.

En la figura 9 se muestra el cromatograma de los metabolitos volatiles
detectados en frutos de tomate sano. Se puede apreciar que se detectaron
alrededor de 20 picos bien definidos y de éstos, 8 presentaron mayor
abundancia. La identificacion de estos 8 compuestos se realiz6 mediante la
comparacion de sus tiempos de retencion con los obtenidos en los estandares
comerciales. Asimismo, los compuestos fueron confirmados mediante un
detector de masas tipo cuadrupolo, de acuerdo a la comparacién de los
patrones de fragmentacion de cada uno de los volatiles identificados en la

muestra, con el reportado en la biblioteca NIST 2011 del detector de masas.

El andlisis del espectro de masas del pico marcado con el numero uno en el
cromatograma de la figura 9, el cual fue previamente identificado como etanol,
presenta un patron de fragmentacion (figura 9 1A) en donde se puede apreciar
el ion padre con una masa de 46 m/z y sus iones hijos de 45, 43, 29 y 31 m/z.
Este patron de fragmentacion fue muy similar al reportado en la biblioteca del
masas (figura 9 1B), por lo que se confirma que el compuesto uno corresponde
al etanol. En el caso del pico marcado en el cromatograma de la figura 9 con el
namero 4, el cual fue previamente identificado como 3-metil,1-butanol, presenta
un patrén de fragmentacion (figura 9 2A) en el que se puede apreciar el ion
padre con una masa de 88 m/z y los iones hijos 55 y 70 m/z. Este patron de
fragmentacién también presenté una alta similitud con el reportado en la
biblioteca (figura 9 2B) del detector de masas, confirmando la presencia del
compuesto 3-metil,1-butanol. Los otros compuestos identificados mediante los
tiempos de retencion también fueron confirmados de la misma manera

(espectros no mostrados). Dentro de los volatiles identificados y confirmados en
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Figura 9. Metabolitos volatiles detectados por cromatografia de gases acoplado
a un detector de masas y microextraccion en fase solida con la fibra
Polidimetilsiloxano/Carboxen en fruto de tomate sano a las 48 horas de
almacenamiento a 20°C. 1A) Patrones de fragmentacion de la muestra (etanol),
1B) Patrones de fragmentacion del etanol de la biblioteca NIST 2011. 2A)
Patrones de fragmentacion de la muestra (3-metil, 1-butanol), 2B) Patrones de
fragmentaciéon del 3-metil, 1-butanol de la biblioteca NIST 2011. Los numeros
de los picos corresponden a los enlistados en el cuadro 8.
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tomate sano se encontraron varios alcoholes, aldehidos, cetona, metabolitos
azufrados y terpenos. Entre estos metabolitos, se identificaron volétiles
derivados de la via de la LOX (hexanal), volatiles derivados de la ruta del
mevalonato (limoneno), del catabolismo de carotenoides (6-metil-5-hepten-1-
ona) y volétiles derivados de la ruta del acido siquimico y del metabolismo de
aminoacidos (etanol, 3-metil,1-butanol, benzaldehido) (cuadro 8). Los
metabolitos que presentaron mayor abundancia relativa fueron: 6-metil-5-
hepten-1-ona y 3-metil,1-butanol, con valores de 4122 y 42.71%,
respectivamente. Por otro lado el nonanal present6 la abundancia relativa méas
baja (0.27%).

Estos resultados coinciden parcialmente con los reportados en la literatura.
Beltran et al. (2006) en su estudio del analisis del aroma de tomate
homogenizado, utilizando cromatografia de gases-masas comparando los
métodos de trampa-purga y microextraccion en fase solida, detectaron
alrededor de 39 metabolitos volatiles, entre los cuales identificaron los
siguientes metabolitos: hexanal, nonanal, limoneno, 6-metil-5-hepten-1-ona, 2-
isobutiltiazol, entre otros, los cuales también fueron detectados en el presente
estudio. Asimismo, Carbonell-Barrachina et al. (2006) utilizaron la técnica de
espacio de cabeza dindmico para detectar el aroma de los cultivares de tomate
"Muchamiel’, "‘De la Pera’, "Ulises” en estado de madurez rojo claro, detectando
tres metabolitos que coinciden con los encontrados en este estudio (hexanal, 6-
metil-5-hepten-1-ona, 2-isobutiltiazol) a partir de muestras homogenizadas.
Tikunov et al. (2005) detectaron en frutos de tomate homogenizados, hasta 70
metabolitos volatiles responsables del aroma del tomate, entre los cuales 3
metabolitos encontrados coinciden con los identificados en el presente trabajo

(6-metil-5-hepten-1-ona, hexanal y benzaldehido).
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Cuadro 8. Metabolitos volatiles libres detectados en frutos de tomate sano a

20°C.

Numero Tr (min) Metabolitos volatiles Abundancia
de pico relativa (%)
1 4.03 Etanol 4.02
2 9.01 Hexanal 1.28
3 12.7 Limoneno 7.90
4 13.13 3-Metil,1-butanol 41.22
5 16.35 6-Metil-5-hepten-1-ona 42.71
6 16.73 Nonanal 0.27
7 17.5 2-Isobutiltiazol 1.65
8 19.6 Benzaldehido 0.91
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6.3.2 Metabolitos Volatiles Libres Emitidos por Frutos de Tomate
Infectados por A. alternata

En la Figura 10 se presenta el cromatograma obtenido por CG-MS de los
metabolitos volétiles detectados en frutos de tomate inoculado con A. alternata
almacenados a 20°C. Como puede observarse, se detectaron varios picos
(alrededor de 45) a diferentes tiempos de retencién, observandose 15
compuestos con mayor abundancia. Estos compuestos fueron identificados de
acuerdo a la comparacion de sus tiempos de retencidn con respecto a los
obtenidos en los estandares comerciales utilizados en el presente estudio.
Asimismo, los compuestos identificados fueron confirmados mediante la
comparaciéon de los espectros obtenidos en cada uno de los compuestos con

los reportados en la biblioteca del detector de masas.

El andlisis del espectro de masas del pico marcado en el cromatograma de la
figura 10, con el nimero 4 identificado previamente como 3-metil,1-butenal
presentd un patron de fragmentacion (figura 10 1A) en donde se observa el i6n
padre con una masa de 84 m/z y sus iones hijos de 55 y el 69 m/z. Este
espectro fue muy similar al reportado en la biblioteca del detector de masas
(figura 10 1B), por lo que se confirma que el compuesto corresponden al 3-
metil,1-butenal. De igual forma, el compuesto marcado en el cromatograma de
la figura 10 con el numero 6, fue previamente identificado como 1-butanol. La
confirmaciéon de este compuesto se realiz6 por comparacion de su espectro de
masas con el reportado en la biblioteca NIST 2011. El analisis del espectro de
masas presentd un patrén de fragmentacion (figura 10 2A), en donde el ion
padre tuvo una masa de 73 m/z y los iones hijos de 56, 41, 31y 27 m/z. Este
patrén de fragmentacién presentd alta similitud con lo reportado en la biblioteca
(figura 10 2B), por lo que se confirma que el compuesto corresponde al 1-
butanol. Los otros compuestos identificados fueron confirmados de la misma

manera (espectros de masas no mostrados). Dentro los volatiles identificados y
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Figura 10. Metabolitos volatiles detectados por cromatografia de gases
acoplado a un detector de masas y microextraccion en fase sélida con la fibra
Polidimetilsiloxano/Carboxen en frutos de tomate infectados con A. alternata, 48
horas de almacenamiento a 20°C. 1A) Patrones de fragmentacion de la muestra
(3-metil,1-butenal), 1B) Patrones de fragmentacion del 3-metil, 1-butenal de la
biblioteca NIST 2011. 2A) Patrones de fragmentacion de la muestra (1-butanol),
2B) Patrones de fragmentacion del 1-butanol de la biblioteca NIST 2011. Los
nameros en los picos corresponden a aquellos enlistados en el cuadro 9.
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confirmados en tomate inoculado con el hongo A. alternata, se encontraron
alcoholes (etanol, acetato de 2-metil,1- butenol, 3-metil,1-butanol, 1-butanol, 2-
metil,1-butenol, 4-metil,1-pentanol, 1-hexanol), aldehido (3-metil,2-butenal),
cetona (6-metil-5-hepten-1-ona), metabolitos aromaticos (tolueno, estireno,
biciclo (5,3,0) decapentaeno (azuleno), xileno), metabolitos azufrados (dimetil
disulfuro, 2-isobutiltiazol), compuesto nitrogenado (1-nitrobutano), y terpeno
(limoneno) (cuadro 9). El compuesto volatil 6-metil-5-hepten-1-ona presento la
mayor abundancia relativa (44.36 %); mientras que los alcoholes fueron los

metabolitos predominantes con una abundancia relativa total de 41.44%.

El perfil de metabolitos volétiles detectados en los frutos de tomate inoculados
con A. alternata, fue diferente al obtenido en el tomate sin inocular. En el primer
caso, se detectdé un mayor niumero de metabolitos y con mayor intensidad con
respecto al fruto sano. En los frutos inoculados, los metabolitos: tolueno (2),
dimetil disulfuro (3), 3-metil,2-butenal (4), acetato de 2-metil,1-butanol (5), 1-
butanol (6), xileno (7), estireno (10), 1-nitrobutano (11), 2-metil,1-butenol (12), 4-
metil,1-pentanol (13), 1-hexanol (15) y azuleno (17), no fueron detectados en
los frutos sanos (los numeros entre paréntesis indican la posicion del
compuesto dentro del cromatograma de la figura 10). De estos metabolitos,
tolueno, xileno, estireno y azuleno, fueron detectados en el hongo A. alternata,
por lo que éstos podrian ser indicadores de la presencia del patégeno en el
fruto de tomate. En cambio, los metabolitos dimetil disulfuro (3), 3-metil,2-
butenal (4), acetato de 2-metil,1-butanol (5), 1-butanol (6), 1-nitrobutano (11), 2-
metil,1-butenol (12), 4-metil,1-pentanol (13), y 1-hexanol (15), se detectaron
Gnicamente en los frutos inoculados, por lo que éstos metabolitos pudieron ser
sintetizados durante la interaccion tomate-Alternaria, ya que patdogenos inducen
la producciébn de MV; que a causa de sus actividades antimicrobianas,
probablemente inhibe la propagacion de éste en los tejidos vegetales como
mecanismo de defensa. Ademas, mutantes de tomate deficientes en la
biosintesis de la via de la ruta de la LOX, son altamente susceptibles a
pequefios acaros y trips que se alimentan de hojas(Cardoza et al., 2002; Huang

et al., 2003), mientras que el tratamiento con metil jasmonato (MeJA) restaura la
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Cuadro 9. Metabolitos volétiles detectados en frutos de tomate inoculado y
almacenado a 20°C, 48 horas post-inoculacion.

Numero Tr (min)  Metabolitos volatiles Abundancia
de pico relativa (%)
1 4.03 Etanol 6.96
2 7.51 Tolueno 1.30
3 8.66 Dimetil disulfuro 3.62
4 9.32 3-Metil,2-butenal 2.35
5 10.27 Acetato de 2-metil,1- 7.29
butanol
6 10.95 1-Butanol 9.22
7 12.36 Xileno 1.92
8 12.70 Limoneno 0.74
9 13.11 3-Metil,1-butanol 16.88
10 14.59 Estireno 0.171
11 15.56 1-Nitrobutano 0.80
12 15.99 2-Metil-1-butenol 0.32
13 16.08 4-Metil,1-pentanol 0.48
14 16.36 6-Metil-5-hepten-1-ona 44.36
15 16.59 1-Hexanol 0.61
16 17.6 2-Isobutiltiazol 2.82
17 23.24 Biciclo (5,3,0) 0.106

decapentaeno (Azuleno)
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resistencia. Asimismo, en los frutos inoculados se detectaron metabolitos
volétiles que también se detectaron en los frutos sanos, pero con mayor
intensidad. Tal es el caso de los metabolitos: etanol (1) y 6-metil-5-hepten-1-ona
(14), los cuales presentaron mayor area (11.5 y 19.13%) que en los frutos

sanos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los reportados
por Bianchi et al. (2009), quienes inocularon tomates procesados con tres
microorganismos: una bacteria (E. coli), un hongo (Aspergillus carbonarius) y
una levadura (Saccharomyces cerevisiae) con el fin de discriminar al
microorganismo causante de la infeccion. Los autores detectaron hasta 100 MV,
entre los cuales se identificaron los siguientes: etanol, 1-butanol, 1-hexanol, 6-
metil-5-hepten-1-ona, etilbenceno, y hexanal. Estos metabolitos fueron
detectados a los dos dias posteriores a la inoculacion. Los resultados de este
trabajo coinciden parcialmente con los obtenidos en nuestro estudio, ya que los
metabolitos arriba mencionados, también se detectaron en el presente estudio.
Sin embargo, la cantidad de metabolitos detectados fue mucho menor con
respecto al estudio realizado por Bianchi et al. (2009). Esto puede ser debido a
gue estos autores utilizaron frutos procesados, alterando el perfil de MV en las
muestras ya que el procesamiento del fruto puede poner en contacto enzimas
con sustratos que antes no lo estaban, ademas que utilizaron otra técnica para
la captacién de volatiles; mientras que en nuestro estudio se utilizaron frutos
frescos sin procesar y no se utilizaron gases de arrastre para una mayor

extraccion de los metabolitos.

Por otra parte, Hussaini et al. (2011), inocularon frutos de tomate con tres
hongos diferentes Fusarium oxysporum; Aspergillus niger y Aspergillus flavus.
Los autores detectaron 11, 15 y 8 metabolitos Unicos en frutos infectados para
cada patdgeno, respectivamente. Sin embargo, ninguno de los metabolitos
identificados por los autores coincide con los identificados en nuestro estudio, lo
cual puede ser debido a que los volatiles fueron extraidos de frutos macerados

liberando agliconas, ademas que utilizaron diferentes solventes para una mayor
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extraccion. Este estudio sugiere que el perfil de los MV emitido por frutos
infectados puede ser especifico para una cierta interaccion planta-patégeno y
se puede utilizar como biomarcador para detectar enfermedades de tomate,

patdgeno u hongos toxigénicos en una etapa temprana de la enfermedad.

Todos los estudios anteriores utilizan una técnica destructiva y solvente para
una mayor extraccion para la discriminacion de diferentes microorganismos
infectando distintos frutos para deteccidén de enfermedades; En este estudio el
objetivo es la identificacion temprana de la enfermedad por métodos no

destructivos.

6.3.3 Efecto de la Temperatura en la Emision de Metabolitos Volatiles en

Frutos de Tomate

En la figura 11 se presentan los resultados del efecto de la temperatura en la
deteccién de MV. Se puede observar que hay diferencias significativas (P<0.05)
entre las diferentes temperaturas, asi como en los tiempos de muestreo y la
interaccién entre estos factores. En la figura se puede observar que a la
temperatura de 15°C, el &rea total de los volatiles detectados fue muy similar en
los 3 tiempos de muestreo, por lo que no se observaron diferencias
significativas entre ellos. Esto puede ser debido a que a esta temperatura
(15°C) la actividad del metabolismo y respiracion es reducida (Suslow vy
Cantwell, 2000), por lo que no se aprecian cambios en la emisién de los MV
durante las 48 horas de evaluacion. Al comparar la temperatura de 15°C con la
temperatura de 20°C, se observaron diferencias significativas, particularmente a

partir de las 24 horas de exposicion.

A la temperatura de 20°C, se observé un aumento en el area total de los
metabolitos volatiles a las 24 horas con respecto al tiempo inicial. Al aumentar

el tiempo de muestreo se observo una disminucion en el area de los picos a las
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Figura 11. Comportamiento de metabolitos volatiles libres en frutos de tomate
sin inocular a diferentes temperaturas (15 y 20°C) y tiempos de muestreo,
adsorbidos mediante microextraccion en fase sdlida utlizando la fibra
Polidimetilsiloxano/Carboxen y detectados por cromatografia de gases. Las
barras significan la desviacion estandar entre las muestras (n = 3).
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48 horas, lo cual puede ser debido a que los metabolitos volétiles se
degradaron para dar lugar a la formacion de otros metabolitos no volatiles o
simplemente por alcanzar una mayor madurez y la emision de volatiles se
redujo. Como puede observarse en la figura 12, se detectaron los mismos
metabolitos a las diferentes temperaturas, solo que en mayor abundancia en la

temperatura mas elevada.

Maul et al. (2000) describieron el aroma y el sabor de frutos de tomate
homogenizado almacenado a cuatro diferentes temperaturas: 5, 10, 125y
20°C. Los autores encontraron que a temperaturas menores a 12.5°C, los
metabolitos volatiles mostraron concentraciones significativamente méas bajas
con respecto a las observadas a la temperatura de 20°C. Con base en esos
resultados, los autores concluyeron que la temperatura afecta el aroma y sabor
de los frutos de tomate. Por su parte, Diaz de Ledn-Sanchez et al. (2009),
compararon la temperatura de refrigeracion (10°C) y de almacenamiento (20°C)
en tomates en estado de madurez rojo claro para ver el efecto de la
temperatura sobre el perfil de metabolitos volatiles responsables del aroma. Los
autores observaron que la temperatura de refrigeracion induce cambios en los
niveles de ciertos volatiles y algunas de estas alteraciones pueden ser
explicadas por la disminucion de la actividad de la enzima alcohol
deshidrogenasa, ya que ésta es una enzima clave en la ruta de la LOX, una de

las rutas biosintéticas de MV.

El perfil de los metabolitos volatiles en frutos de tomate sano e inoculado
con A. alternata fue diferente con respecto a las temperaturas evaluadas y a los
diferentes tiempos de muestreo. En las figuras 13 y 14 se presenta el
comportamiento de los metabolitos volatiles a 15 y 20°C con respecto al tiempo
post-inoculacién. En esta figura solo se incluyen los volatiles que se detectaron
en los frutos inoculados que presentaron mayor intensidad que en frutos sanos.
Por ejemplo, los metabolitos estireno y tolueno fueron detectados solo en los
frutos inoculados y en el hongo; mientras que los metabolitos acetato de 2-

metil,1-butanol, 2-metil butenal, 1-butanol, 2- metil,butenol y 4-metil,1-pentanal,
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Figura 12. Metabolitos volatiles libres detectados por cromatografia de gases y
microextraccion en fruto de tomate sano, a las 48 horas de almacenamiento a
las temperaturas de a) 15°C, y b) 20°C.
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Figura 13. Comportamiento de los metabolitos volatiles: estireno, tolueno,
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emitidos por frutos sanos e infectados a las diferentes temperaturas y los
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Figura 14. Comportamiento de los metabolitos volatiles: 4-metil, 1-pentanol, 6-
metil-5-hepten-1-ona, 1-butanol y 2-metil,1-butenol, emitidos por frutos sanos e
infectados a las diferentes temperaturas y los distintos tiempos de muestreo

(n=4).
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se detectaron unicamente en los frutos inoculados. Los metabolitos etanol, 3-
metil,1-butanol y 6-metil-5-hepten-1-ona se detectaron con mayor intensidad en

los frutos inoculados con respecto a los frutos sanos.

Se puede observar que los metabolitos estireno y tolueno solo se presentaron
los frutos inoculados a las dos temperaturas, observandose una mayor emision
a 15°C, con respecto a la temperatura de 20°C. El comportamiento de tolueno a
20°C inicia con valores de cero y comienza a aumentar a las 6 horas
alcanzando la maxima produccion a las 9 horas después de la inoculacion y
posteriormente disminuye. En el caso del volatil estireno, se observé una
méaxima emisién en los frutos inoculados y mantenidos a 15°C, a las 3 horas
posteriores a la inoculacion; mientras que en los frutos inoculados y mantenidos
a 20°C, la maxima emision se registré a las 9 horas post-inoculacion. Como se
menciond anteriormente, estos metabolitos también fueron detectados en las
muestras de A. alternata por lo que podrian servir como indicadores de la
presencia de este patdégeno. Esto puede ser util cuando los frutos se
encuentran en almacenes, comercio o en transporte, en donde se puede
detectar la presencia del patdgeno, lo cual puede ser util en la toma de
decisiones para controlar o erradicar dicho hongo (Schwarze et al., 2000; Polizzi
et al., 2012).

En el caso de los metabolitos volatiles etanol, 6-metil-5-hepten-1-ona, y 3-
metil,1-butanol, se detectaron con mayor intensidad en los frutos inoculados con
Alternaria alternata. Antes de las 24 horas post-inoculacion, estos volatiles
alcanzaron su maxima emision en las dos temperaturas evaluadas. Evidencias
cientificas indican que el compuesto 6-metil-5-hepten-1-ona se deriva de la
descomposicion de licopeno durante la maduracion (Ishida et al., 1993). Como
puede observarse en la figura 13, en frutos sanos hubo una emisién constante
de ese compuesto durante el periodo de evaluacién; sin embargo, en los frutos
inoculados con A. alternata se observO una mayor concentracion de este

compuesto desde las primeras horas post-inoculacion.
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El etanol es un metabolito final producido normalmente bajo respiracion
anaerdbica en muchas plantas superiores. Sin embargo, el etanol ha sido
detectado como un compuesto volatil normal en manzana y muchas otras frutas
maduradas bajo condiciones aerobicas (Corrales-Garcia y Tlapa-Rangel, 1999).
En la figura 13 se muestra el comportamiento de etanol a los diferentes
tiempos de muestreo. Se puede observar un incremento en la intensidad de
este volatil durante las primeras horas post-inoculacion. Posteriormente decrece
hasta una intensidad similar a la observada en los frutos sanos. Moalemiyan et
al. (2007) inocularon frutos de mango con dos patdégenos Colletotrichum
gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae. Los autores detectaron etanol en
todos los tratamientos, pero su abundancia fue mayor en mangos inoculados
con L. theobromae y moderadamente alta en C. gloeosporioides, y muy baja en
los testigo o no inoculados. El etanol también fue producido en gran abundancia
en naranjas inoculadas con Penicillium digitatum (Pesis y Marinansky, 1990).
Con base en estos resultados, se puede sugerir que la alta abundancia de
etanol detectada en los tomates inoculados en comparacion con los sanos, se

puede utilizar para identificar tomates enfermos.

El metabolito volatil 3-metil,1-butanol es uno de los metabolitos de mayor
impacto dentro de los volétiles caracteristicos del aroma de frutos de tomate
(Maréstica M. R, 2007). En este estudio, se detecto la presencia del 3-metil,1-
butanol tanto en los frutos sanos como inoculados con el patdgeno,
observandose un incremento sustancial en los frutos inoculados a las 48 h de
evaluacion a ambas temperaturas (15 y 20°C), del 30 y 48.5%,

respectivamente, con respecto a los frutos sanos.

Metabolitos como el 1-butanol, 4-metil,1-pentanol y 2-metil,1-butenol se
detectaron a partir de las 6 horas post-inoculacion. Fall et al. (1999) reportaron
gue hay una clase de metabolitos, principalmente productos de LOX, que se
libera del tejido dafiado a los 0-5 min después del dafio; y posteriormente, una
segunda clase de compuesto, mayormente terpenos y derivados de

aminoacidos, que se sintetiza después de los dafios, liberAndose unas horas
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después de que el dafio inicial se llevé a cabo, como es el caso de estos MV.
En un estudio realizado por Moalemiyan et al. (2007), se detectaron los
metabolitos volatiles 1-butanol y 4-metil,1-pentanol en mangos infectados con
Colletotrichum gloeosporioides y L. theobromae, respectivamente. Los
metabolitos fueron detectados solo en los frutos inoculados con los patégenos,

es decir, no se detectaron en los testigos o frutos sin inocular.

Por ultimo, los metabolitos volatiles 3-metil,2-butenal y acetato de 2-metil,1-
butanol, se detectaron en los frutos inoculados con el hongo, pero no en los
frutos sanos y tampoco en el hongo A. alternata. Esos MV se detectaron desde
la primera medicion y durante los diferentes muestreos realizados,
observandose una alta abundancia. Estos metabolitos no se han reportado
anteriormente en frutos de tomate, pero si se han detectado en el aroma de
chile pimiento (Capsicum spp.) (Jordan et al., 2002); mientras que el 3-metil,2-
butenal se ha detectado en frutos de kiwi (Bogusz et al., 2012), y el acetato de
2-metil,1-butanol, se ha reportado en el aroma de frutos de melon (Beaulieu,
2005), y en manzana (Karlshoj, 2007). En éste ultimo caso, la deteccion del
acetato de 2-metil,1-butanol se ha utilizado para predecir el deterioro causado

por Penicillium expansum.

Los resultados muestran que la mayoria de los metabolitos detectados en los
frutos de tomate inoculados con Alternaria alternata, son alcoholes y aldehidos
de bajo peso molecular. La deteccién de esos metabolitos volatiles puede ser
debido a que las membranas celulares vegetales consisten en su mayoria de
lipidos y proteinas. Los &cidos grasos poliinsaturados como el linoleico y el
linolénico son los constituyentes comunes de las membranas vegetales.
Cuando las plantas son infectadas por patdgenos, diversos productos de
lipidos, incluyendo los productos de descomposicién, como volatiles de cadena
corta Cg, pueden formarse por medio de reacciones enzimaticas que implican a
la lipoxigenasa, hidroperoxidasa liasa e hidroperoxidasa hidratasa (isomerasa y
ciclasa), mediante via de la lipoxigenasa. También se ha observado un

incremento en la actividad de la enzima LOX cuando se ha infectado algun
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tejido con patdgenos (Koch et al., 1992; Vidhyasekaran, 2010). Jansen et al.
(2009) reportaron desde las primeras horas post-inoculacion un aumento de
productos de LOX en hojas de tomate como respuesta al ataque del patégeno

Bortrytis cinerea.

Los acidos grasos en los fosfolipidos de membrana no son sustratos para la
enzima LOX, por lo que la enzima hidrolasa &cilo lipolitica (LAH) libera acidos
grasos que forman parte de los fosfolipidos de las membranas y asi LOX puede
oxidar esos acidos grados, activarse esta ruta y producirse los metabolitos
volatiles. Estas dos enzimas (LAH y LOX) generalmente funcionan en
combinacion, ya que los &cidos grasos libres pueden ser degradados por LOX.
Croft et al. (1993) observaron un aumento constante de la LAH durante la
interaccidn huésped-patdogeno en el cultivo de frijol resistente. También la
oxidacion de los lipidos de membrana puede ocurrir via no enzimatica mediante
la accion de las especies reactivas de oxigeno (Vidhyasekaran (2010),

pudiendo formar asi distintos metabolitos volatiles.

6.4 Determinacion del Inicio y Desarrollo de la Infeccion por A. alternata

El desarrollo de la infeccidn por A. alternata en frutos de tomate, se monitore6 a
diferentes tiempos (0, 3, 6, 9, 12, 48, 72, 96 y 144 h) a 15 y 20°C. Se pudo
observar que durante las primeras 48 horas no se observé ningun sintoma

visible de la enfermedad a las dos temperaturas evaluadas.

El tiempo de desarrollo de la infeccion en tomate causada por A. alternata fue
diferente en las temperaturas evaluadas, siendo 20°C la temperatura en la cual
la enfermedad se desarrollé de una manera mas rapida. A 15°C los sintomas de
la infeccion fueron visibles a las 96 horas post-inoculacion (hpi) con una lesion
de 1.089 mm?. Sin embargo, a 20°C el desarrollo de los sintomas fue mas
rapido, observandose los primeros sintomas de la infeccién a las 72 horas. A
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ese tiempo, se registré una lesién de 2.79 mm?y a las 144 horas el tamafio de
la lesién fue mayor, observandose un area de 20.32 mm? (figura 15). El hecho
de que el desarrollo de los sintomas fue mas rapido a 20°C con respecto a la
temperatura de 15°C, puede ser debido a que la temperatura Optima para el

crecimiento de Alternaria spp. oscila entre los 25y 27°C (Pontén et al., 2002).

Estos resultados son similares a los reportados por Troncoso-Rojas et al. (2005)
y Ojeda-Contreras et al. (2008) quienes encontraron que los primeros sintomas
de la infeccion causada por A. alternata en frutos de tomate, fue a los 4 dias a

20°C posteriores a la inoculacion.

Los primeros sintomas de dafio observados en los frutos fueron lesiones
necréticas o puntos negros muy pequefios en la superficie del fruto. Estas
lesiones se analizaron con ayuda de un estereoscopio, para confirmar
lapresencia del patégeno y descartar la posibilidad de desérdenes fisiologicos.
Se observaron estructuras microscopicas caracteristicas de Alternaria, como
son las hifas color negras formadas por cadenas de conidias (figura 16), tal y
como lo reportaron Pryor y Gilbertson (2000). La observacion de estas
estructuras microscoépicas confirmé que la lesion en el fruto fue causada por el

patégeno Alternaria.

Los metabolitos volatiles indicadores de la infeccion se detectaron en los frutos
de tomate desde las primeras horas post-inoculacién (3 horas) a las dos
temperaturas; mientras que los primeros sintomas caracteristicos de la
enfermedad se observaron a partir de las 72 hpi a 20°C. Esto nos indica que los
cambios en el perfil de metabolitos volatiles emitidos por frutos de tomate
inoculados con el hongo, son detectados antes de que los sintomas de la

enfermedad sean visibles.
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Figura 15. Desarrollo de la infeccion por A. alternata en frutos de tomate a) 96
hpi, 15°C, b) 144 hpi, 15°C; c) 72 hpi, 20°C, d) 144 hpi, 20°C.
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Figura 16. Lesion causada por Alternaria alternata en fruto de tomate en las
primeras etapas de la enfermedad (Observacion con Estereoscopio Leica MZ6).
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6.5 Resumen de Resultados

Se optimizé una técnica utilizando microextraccion en fase soélida y CG-MS con
la fibra bipolar PDMS/CAR y la columna Supelcowax 10 para deteccién

identificacion de metabolitos libres de Alternaria y frutos de tomate sin procesar.

Se identificaron 12 metabolitos volatiles emitidos por el hongo Alternaria
alternata, entre los que se encuentran metabolitos aromaticos, alcoholes,
esteres y terpenos, como: tolueno, metilbenceno, xileno, limoneno, estireno y
azuleno. Asimismo, se identificaron 8 metabolitos no reportados para A.
alternata como: 3,3,4-trimetil-5-fenil,1-penteno; éster del acido 2-metil,2-

butanoicol, azuleno, entre otros.

El perfil de los metabolitos volatiles en fruto de tomate inoculado con A.
alternata fue diferente al registrado en el fruto sin inocular. En frutos de tomate
inoculado a 15 °C y 20 °C se detectaron mas de 40 metabolitos desde la
primera hora post-inoculacion, de los cuales se identificaron 10 y 12 metabolitos

volatiles, respectivamente, que no fueron detectados en los frutos sanos.

La emision de metabolitos volatiles libres fue mayor a la temperatura de
comercializacion (20°C) con respecto a la temperatura de almacenamiento
(15°C).

Los frutos de tomate inoculados mostraron los primeros sintomas
caracteristicos de la enfermedad causada por A. alternata, a las 72 y 96 horas

post-inoculacién, a las temperaturas de 20 y 15°C, respectivamente.
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7. CONCLUSIONES

La deteccion temprana de la enfermedad causada por A. alternata en frutos de
tomate no procesado puede ser posible ya que se observaron cambios en el
perfil de metabolitos volatiles emitidos por frutos sanos e inoculados con el
hongo, desde la primera hora post-inoculacién; mientras que los sintomas de la
infeccion fueron visibles en el fruto a partir de las 72 horas a 20 °C posteriores a

la inoculacion.

La deteccion de la infeccién causada por Alternaria alternata de los metabolitos
volatiles por la técnica de microextraccion en fase solida y cromatografia de
gases, puede ser una técnica utilizada para la deteccion temprana de

enfermedades en postcosecha de frutas y hortalizas.
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