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RESUMEN

El tomate es un fruto econémicamente importante y uno de los mas consumidos debido a
sus caracteristicas organolépticas; sin embargo, presenta una corta vida de anaquel y es altamente
susceptible al hongo Alternaria alternata, causando pérdidas postcosecha importantes. Entre las
estrategias propuestas para el control de enfermedades, se encuentra la induccion del mecanismo
de defensa de los frutos mediante moléculas elicitoras como la quitina. La quitina, componente
importante de la pared celular de los hongos, ha demostrado que estimula el mecanismo de defensa
en plantas. Por otra parte, se ha reportado que la activacion de la biosintesis de fenilpropanoides en
plantas brinda proteccién contra patdgenos; sin embargo, no hay reportes en la literatura sobre el
efecto de los oligdmeros de quitina fangica en la biosintesis de los fenilpropanoides en frutos. El
objetivo del presente estudio es evaluar las alteraciones en el metabolismo de los fenilpropanoides
en fruto de tomate, en respuesta a la aplicacién de oligomeros de quitina de A. alternata. Se
prepararon oligdmeros de quitina de A. alternata mediante tratamiento enzimatico, sonicacion y
ultrafiltracidn y se caracterizaron por medio de espectrofotometria y conductimetria. Se aplicaron
dos concentraciones de oligdbmeros (50 y 100 pg/mL) a frutos de tomate inoculados o no con A.
alternata. Se determiné la actividad enzimatica de fenilalanina amonio-liasa, y el contenido de
fenoles totales y flavonoides, asi como la capacidad antifingica de los oligdbmeros sobre A.
alternata a distintos tiempos. Se obtuvieron oligémeros de quitina con peso molecular de <1 kDa,
77% de grado de acetilacion y un grado de polimerizacion estimado de < 5 mondémeros. Los
oligbmeros de quitina indujeron en fruto de tomate un aumento en la actividad de la enzima
fenilalanina amonio-liasa, en el contenido de fenoles totales y flavonoides durante los primeros
minutos posteriores a su aplicacion. Se identificaron los é&cidos fendlicos: galico, p-
hidroxibenzdico y p-cumarico, asi como los flavonoides: rutina, kaempferol-3-O-rutinésido y
naringenina. Los oligbmeros de quitina (100 pg/mL) indujeron en tomate un aumento en el
contenido de rutina y kaempferol-3-O-rutindsido. Ademas, este tratamiento retardo 2 dias el inicio
del dafio provocado por A. alternata y redujo el 70% el desarrollo de la pudricion negra en fruto
de tomate. Se concluye que los oligbmeros de quitina aislados de A. alternata representan una
alternativa viable para el control de la pudricion negra, a través de la induccion del metabolismo

de los fenilpropanoides en el fruto del tomate tipo bola.
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Palabras clave: quitina fangica, fenilpropanoides, tomate, Alternaria alternata, control de
Alternaria
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ABSTRACT

Tomato is an economically important fruit and one of the most consumed due to its high
nutrient content; however, it has a short shelf life and is highly susceptible to Alternaria alternata,
causing significant postharvest losses. Among the strategies proposed for disease control is the
induction of the fruit defense mechanism through elicitor molecules such as chitin. Chitin, an
essential component of the fungal cell wall, has been shown to stimulate the defense mechanism
in plants. On the other hand, activation of phenylpropanoid biosynthesis in plants has been reported
to protect against pathogens; however, there are no reports in the literature on the effect of fungal
chitin oligomers on phenylpropanoid biosynthesis in fruits. The objective of the present study was
to evaluate alterations in phenylpropanoid metabolism in tomato fruit in response to chitin
oligomers from A. alternata. Chitin oligomers from A. alternata were prepared by enzymatic
treatment, sonication and ultrafiltration, and characterized by spectrophotometry and
conductimetry. Two concentrations of oligomers (50 and 100 pug/mL) were applied to tomato fruits
inoculated or not with A. alternata. The enzymatic activity of phenylalanine ammonium-lyase,
total phenols content, flavonoids content, and the antifungal capacity of the oligomers on A.
alternata at different times were determined. Chitin oligomers with a molecular weight of <1 kDa,
77% degree of acetylation, and an estimated degree of polymerization of < 5 monomers were
obtained. Chitin oligomers increased in phenylalanine ammonium-lyase enzyme activity, total
phenols content, and flavonoids content from the first minutes after application. Besides, the
phenolic acids gallic, p-hydroxybenzoic and p-coumaric, as well as the flavonoids rutin,
kaempferol-3-O-rutoside and naringenin were identified. A high concentration of chitin oligomers
induced an increase in rutin and kaempferol-3-O-rutoside content in tomatoes. In addition, this
treatment delayed the onset of A. alternata damage by 2 days and reduced the development of black
rot in tomato fruit by 70%. It is concluded that chitin oligomers isolated from A. alternata represent
a viable alternative for controlling black rot, through the induction of phenylpropanoid metabolism

in the fruit of ball-type tomato.

Keywords: fungal chitin, phenylpropanoids, tomato, Alternaria alternata, Alternaria control
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza de mayor importancia a nivel
internacional, esto se debe a su vasto consumo, al area producida y al valor econémico (Escobar et
al., 2009). Segun los datos de FAO (2020), a nivel mundial ha alcanzado una produccion de 182
millones de toneladas, siendo México el principal exportador de tomate ocupando el 9° lugar en
produccién. En el afio 2018 se sembraron mas de 47 mil hectareas de las cuales produjeron mas de
79 mil toneladas (SIAP, 2019).

En el Noroeste de México la produccién se ha visto afectada por la presencia de enfermedades que
causan pérdidas hasta el 100% (Borboa-Flores et al., 2009). El tomate es una hortaliza rica en
nutrientes y altamente susceptible a varios hongos patdgenos necrétrofos como Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, y Fusarium sp (Smith et al., 2014; Mohammed et al., 2019; Troncoso-
Rojas y Tiznado-Hernandez, 2014). A. alternata es capaz de infectar los cultivos de tomate en todas
las etapas del desarrollo de la planta, causando pérdidas postcosecha (Bashir et al., 2016). El uso
de fungicidas sintéticos sigue siendo el principal método de control para la conservacion
postcosecha de frutas y verduras. Sin embargo, la aplicacion excesiva de fungicidas puede generar
residuos toxicos en frutas y hortalizas, contaminacion al medio ambiente y la generacion de cepas
de patégenos resistentes a los fungicidas (Yang y Jiang, 2015). Por lo tanto, se requiere de
alternativas con un enfoque mas econémico, inofensivo y efectivo para el control de enfermedades
(Droby et al., 2009).

Una alternativa muy promisoria es la induccion del mecanismo de defensa de los frutos. El uso de
moléculas inductoras también llamadas elicitores, son capaces de desencadenar respuestas de
defensa en las plantas que pueden inducir efectos fisioldgicos, biogquimicos, asi como la
acumulacién de fitoalexinas en el organismo al cual son aplicados (Garcia et al., 2018). Sun et al.
(2018) demostraron que al aplicar quitina obtenida de la pared celular de la levadura
Saccharomyces cerevisiae mejoré efectivamente la resistencia del fruto de tomate contra Botrytis
cinerea controlando la podredumbre del moho gris.

La quitina es un componente importante de la pared celular de los hongos, la cual es reconocida
por receptores membranales celulares estimulando el mecanismo de defensa de las plantas (Squegli

et al., 2017). Estudios previos realizados en nuestro grupo de trabajo han demostrado que la
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aplicacion de oligdbmeros de quitina fungica en frutos de tomate indujeron un aumento en los
niveles de actividad de las enzimas quitinasa y f-1,3- glucanasa (Valle-Sotelo, 2019), peroxidasa,
catalasa y superdxido dismutasa (Falcon-Verdugo, 2019). De acuerdo a lo anterior, la quitina y sus
oligbmeros inducen la actividad de proteinas relacionadas con la patogénesis, asi como ciertas
enzimas relacionadas con el sistema oxidativo.

Sin embargo, hasta el momento no se tienen reportes en la literatura del efecto de los oligémeros
de quitina de A. alternata sobre la sintesis de las fitoalexinas. Entre estas se encuentran los
fenilpropanoides, los cuales son un grupo de metabolitos secundarios de plantas derivados de la
fenilalanina. En el fruto del tomate, se ha reportado que la activacion de la via de biosintesis de
fenilpropanoides brinda proteccion contra patdgenos (Wei et al., 2017). Otro estudio indica que al
inocular tomate con patdgenos ocurre la activacion de fenilpropanoides debido a la participacién
de la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL), la cual es la principal enzima involucrada en la
sintesis de estos compuestos (Vanitha et al., 2009). Wang et al. (2013), investigaron los efectos de
oligandrina como inductor en frutos de tomate contra Botrytis cinerea, en donde los resultados
indicaron que al aplicar este bio-elicitor estimulé enzimas como la fenilalanina amonio-liasa,
induciendo resistencia contra B. cinerea. Debido a lo anterior surge el interés de determinar el
efecto de los oligémeros de quitina fangica en la activacion de la ruta de los fenilpropanoides en
este fruto.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Situacion Actual del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia de las Solanaceas y es importante desde
el punto de vista nutricional y valor comercial (Correia et al., 2015). De acuerdo con Bakir et al.
(2020) el tomate tiene una gran diversidad de metabolitos secundarios considerados clave para los
aspectos de calidad de la fruta, como los azucares, compuestos fendlicos y flavonoides, alcaloides
y glucosidos de compuestos volatiles relacionados con el sabor.

En términos de produccion, en el 2018 se produjeron 182 millones de toneladas de tomate en el
mundo, representando un aumento del 25% en los dltimos 10 afios (FAO, 2019). El comercio
internacional de tomate fresco es de 7.8 millones de toneladas con un valor de $8,453 millones de
dolares, promediando un precio de US$ 1,084 por tonelada (MAGyP, 2017).

Los principales paises productores del tomate son China con 32.6%, seguido por India, Turquia,
Estados Unidos y Egipto (FAO, 2019). México ocupa el noveno lugar en produccion mundial
(SADER, 2019). En el rubro de exportaciones, México es el principal proveedor a nivel mundial
con una participacion en el mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones
(SAGARPA, 2017).

2.1.1. Importancia del Tomate en México

Meéxico es de los mayores productores de tomate a nivel mundial y el primero en exportar dicho
fruto. El cultivo de tomate pertenece a los de mayor comercializacion en el mundo y el de mayor
valor econémico (Navarro-Urbina, 2011). Segun los datos de SAGARPA (2017) la produccién de
tomate en México tiene un valor econémico alrededor de $15.7 mil millones de pesos, destacando
a esta hortaliza en segundo lugar a nivel nacional de acuerdo a su valor de produccion. Dicho lo
anterior, se ha diversificado el tomate para satisfacer las exigencias del mercado global existiendo
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distintos tipos de tomate: bola, saladette, racimo, grape, cherry, entre otros. El tomate saladette es
el mas popular en México por su alta tolerancia a enfermedades patdgenas o virus, a diferencia del
tipo bola que es mas susceptible a estas enfermedades teniendo una vida anaquel menor a la del
saladette (INTAGRI, 2017).

De acuerdo con datos del SIAP (2019), en el ciclo 2018-2019 se obtuvo una produccion de 3
millones de toneladas, siendo los principales estados productores: Sinaloa, San Luis Potosi,
Michoacan, Jalisco, Puebla y Sonora. Aungue su produccidn sea alta, las plagas y enfermedades
son un factor bidtico primordial que afecta significativamente la produccion provocando pérdidas

econOdmicas importantes (Aidoo et al., 2014; Raybaudi-Mansilla et al., 2006).

2.1.2. Pérdidas Postcosecha y Enfermedades Fungicas del Fruto de Tomate

Las pérdidas de los alimentos afectan la seguridad alimentaria de las poblaciones més pobres, al
desarrollo econémico, asi como al medio ambiente (FAO, 2016). Las pérdidas postcosecha de
frutas y hortalizas estan influenciadas por diversos factores, como fisicas, fisioldgicas, mecanicas
e higiénicas. Ademas, otros factores que causan perdidas después de la cosecha son los patdgenos
no infecciosos y pudriciones patoldgicas, los cuales causan dafios graves (Yahaya, 2019).

En tomate, se estima que las pérdidas llegan hasta un 28.8% en comparacion con otros frutos, por
lo tanto, es necesario contar con datos mas precisos que permitan establecer practicas de manejo
postcosecha mas adecuadas, asi como identificar areas de mejora en las cadenas productivas, con
el fin de disminuir las pérdidas de los alimentos (SADER, 2019). El tomate como fruto climatérico
tiene una vida postcosecha relativamente corta, entre 8 y 10 dias a una temperatura de
almacenamiento entre 7 y 10 °C en estado rojo maduro. Generalmente este tiempo de vida util se
limita por diversos factores como la maduracion, transpiraciéon y senescencia lo que lo convierte
en un fruto altamente susceptible a enfermedades postcosecha (Fagundes et al., 2014).

Una de las principales causas en pérdidas postcosecha de tomate son los hongos patdgenos. Entre
los principales patdgenos que afectan al tomate se encuentran Alternaria alternata (causante de la
pudricidn negra), Botrytis cinerea (moho gris), Phytophthora infestans (tizén tardio) y Fusarium
sp, causando dafio severo tanto antes como después de la cosecha (Dean et al., 2012). Después de
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la cosecha y durante el almacenamiento refrigerado, el tomate es susceptible al ataque por A.
alternata, el cual puede causar pérdidas econdémicas sustanciales. Las infecciones aparecen
generalmente como manchas de color negro-marron que se desarrollan a partir de sitios de
penetracion del hongo, como puntas podridas y/o heridas accidentales, hasta su propagacién en una

gran parte de la superficie y pulpa de la fruta (Figura 1) (Pane et al., 2016).
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Figura 1. Desarrollo y sintomas de la enfermedad causada por Alternaria. Tomado de: Agrios (2005).

Pastor y Guarro (2008) mencionan que unas de las caracteristicas morfoldgicas para la distincion
de esta especie de Alternaria es que los conidios presentan septas transversales y longitudinales,
son de color verde olivo oscuro con un pico corto y cilindrico; ademaés, forman cadenas largas, con
ramificaciones secundarias y terciarias con diez 0 méas conidios (Troncoso-Rojas y Tiznado-
Hernandez, 2014) (Figura 2). Las conidias o esporas del hongo se diseminan mediante viento y
salpicaduras de agua de lluvia o riego. El hongo infecta a la planta a través de heridas provocadas
por factores abidticos o dafio mecanico ocasionado por insectos o labores culturales (Agrios, 2005).

También tiene la capacidad de infectar de forma directa a través de la epidermis (Reyes, 2016).
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Macroscopicamente se puede observar colonias planas y algodonosas, de coloracién blanca
grisacea inicial y posteriormente se observa su superficie de color café o verde olivo oscuro, el
reverso de la colonia es café oscuro a negro (Troncoso-Rojas y Tiznado-Hernandez, 2014), como
resultado de la sintesis del pigmento dihidroxinaftaleno o melanina (Rivas, 2014).

q?" : ; & {9 4% '“'q C

o A
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Figura 2. Morfologia de A. alternata. A, Colonia de A. alternata en agar Papa Dextrosa. B, Cadena de
conidias y tipo de ramificacion de A. alternata. C, Conidias a 40X. D, Conidia a 100X. (Fotografias B
y C proporcionadas por el Profesor Dr. Barry Pryor, Plant Pathology, Universidad de Arizona, Tucson,
Arizona, USA))

Frecuente se suele confundir Alternaria alternata con Alternaria solani, sin embargo, ambas
especies presentan diferencias tanto morfoldgicas como moleculares. Morfoldgicamente A. solani
presenta esporas grandes (50-143 um, Gannibal et al., 2014), produce conidios simples de origen
individual que contienen picos largos, frecuentemente ramificados, son de color oscuros y
muriformes con septas longitudinales y transversales. En el caso de A. alternata, sus esporas son
pequefias (no mayor a 20 um), y no presenta picos largos (Pryor y Michailides, 2001). De manera
molecular, se pueden diferenciar mediante estudios de RAPD-PCR, isoenzimas y cebadores (Weir
etal., 1998).

Los factores climaticos méas importantes que afectan el desarrollo y la severidad de A. alternata
son la temperatura, el agua libre y la humedad relativa, los cuales influyen directamente en los
procesos de crecimiento, esporulacion y germinacion del hongo. Las temperaturas éptimas para su
desarrollo se sitlan a una temperatura de 2 a 32 °C, siendo 25 °C la temperatura ideal con
humedades relativas superiores al 80% (Troncoso-Rojas y Tiznado- Hernandez, 2014). En el fruto
del tomate el dafio causado por A. alternata se caracteriza por depresiones, principalmente en la
parte peduncular, de ovales a circulares y lesiones que eventualmente llegan a tornarse de color
negro (Figura 3) como resultado de la esporulacion masiva del patdégeno (LOpez et al., 2013). La
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pudricion es seca, de color café negruzca y los conidios que recubre la zona dafiada son de color
verde oliva a negro, siendo las causas principales de rechazo por parte de la agroindustria (Reyes,
2016).

Figura 3. Lesiones provocadas por A. alternata en frutos de tomate (Imagenes tomadas en el
laboratorio de Biotecnologia de Vegetales y Poscosecha, CIAD, A.C.).

2.2.Control de Enfermedades Fungicas en Tomate

La aplicacion de fungicidas en el campo es necesaria para controlar la presencia de los patégenos,
que infectan la fruta durante las etapas del desarrollo. Los fungicidas posteriores a la cosecha se
utilizan para controlar las infecciones durante los procesos de manipulacion y almacenamiento del
producto. A consecuencia del uso excesivo y desmedido de los fungicidas, existe preocupacion en
la poblacion por los posibles riesgos a la salud, la residualidad toxica en los alimentos, asi como la
contaminacion al ambiente y la generacion de cepas resistes a los fungicidas sintéticos (Dukare et
al., 2018). Debido a lo anterior, la tendencia global hacia la reduccion de la aplicacion de fungicidas
quimicos ha aumentado, con la demanda de alternativas ecoldgicas y rentables (Munhuwey et al.,
2016).

2.2.1 Inducciéon de Mecanismo de Defensa en Frutos

Una alternativa para la reduccion de las enfermedades postcosecha es la induccién del mecanismo

de defensa de la planta contra el patdgeno (Aguilar-Gastélum et al., 2018). Este mecanismo se
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basa en los efectos combinados de barreras preformadas y mecanismos inducibles. Las plantas
Ilegan a utilizar las defensas fisicas y bioquimicas en contra de plagas. En teoria, las plantas tienden
a poseer los genes necesarios para responder al ataque ocasionado por un patogeno (Laredo et al.,
2017).

Estudios previos reportan que las plantas responden a la invasion por microorganismos patogenos
desarrollando una variedad de mecanismos de defensa o resistencia. Inicialmente hay un
reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) por la planta
hospedera, el cual frecuentemente involucra la interaccion de genes de resistencia del hospedero y
genes de virulencia del patégeno los que codifican para efectores o activadores especificos.
Mediante los caminos de transduccién de sefiales participan diversas moléculas que le permiten a
la planta responder a un amplio rango de estimulos que involucran, entre otros, proteinas activadas
por mitégenos (MAP quinasas), fosfolipidos transmembranales, canales anionicos de ClI"y NO-,
moléculas de alcalinizacion extracelular/acidificacion citoplasmica, especies reactivas de oxigeno
(O-, H202, OH), radicales de NO vy sistemas de sefializacion por &cido salicilico (AS), &cido
jasmonico (AJ), etileno (ET), &cido abscisico (ABA), y &cidos grasos (Malik et al., 2020).
Ademas, ocurre la activacion de una amplia serie de respuestas de defensa que detienen o eliminan
al patdgeno. Entre estas respuestas se incluye la respuesta hipersensible que regula la activacion de
proteinas relacionadas a la patogénesis y de ciertas enzimas como la fenilalanina amonio liasa, una
enzima clave en la sintesis de compuestos fendlicos; la deposicion de material para el reforzamiento
de pared celular y, la sintesis de un amplio espectro de compuestos antimicrobianos, entre los que
se encuentran las fitoalexinas (Trouvelot et al., 2014).

El metabolismo de los fenilpropanoides es una de las rutas biosintéticas que se activa en las plantas
en respuesta al ataque por patdgenos. A pesar de que la participacion de los fenilpropanoides en la
defensa de la planta ha sido ampliamente estudiada (Naoumkina et al., 2010), su participacion en
la respuesta de defensa natural en frutos ha recibido poca atencion. Por lo tanto, se sugiere que los
eventos bioquimicos y moleculares que suceden durante las interacciones entre fruto-patdgeno,
podrian inducir el mecanismo de defensa en frutos de tomate y conferirle proteccion contra

patogenos.
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2.3. Fenilpropanoides y Enzimas que Regulan su Biosintesis

Los fenilpropanoides son un grupo de metabolitos secundarios de plantas derivados de fenilalanina
e incluyen monolignoles, flavonoides, diversos acidos fendlicos y estilbenos (Figura 4). Estos
compuestos tienen una amplia variedad de funciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas,

asi como en la defensa contra el estrés bidtico y abiotico.
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Figura 4. Rutas biosintéticas que conducen a la sintesis de los fenilpropanoides en plantas (Dixon et
al., 2002).
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En el tomate los fenoles se han asociado principalmente al desarrollo del sabor durante su
maduracion, ya que su contenido aumenta a partir del estado verde maduro hasta que termina su
etapa de maduracién. Los acidos fendlicos encontrados en tomate maduro son el cumarico,
vanilico, caféico, ferulico, p-hidroxibenzoico y clorogénico (Mattila y Kumpulainen, 2002; Ruelas
et al., 2006). La naringenina y la quercitrina (quercetina-3-ramnosido), fueron los primeros
flavonoides aislados de la cuticula de tres variedades de tomate en 1958 por Ponderosa y
colaboradores. En los dltimos afios, el numero de flavonoides encontrados en tomate se ha
multiplicado debido a la combinacion de la cromatografia liquida de alta resolucion y
espectrometria de masas.

Lijima et al. (2008) identificaron 48 flavonoides mediante espectro UV y de masas. De estos, 7
eran derivados de naringenina chalcona, 2 de erodictiol chalcona, 7 de naringenina, 6 de eridictiol,
13 de kampferol y 13 de quercetina. Las determinaciones de estos compuestos se realizaron a partir
de 5 variedades diferentes de tomate (Fossen y Verheul, 2008). En el 2013, Pacheco reporto la
presencia de naringenin-7-O-glucosido, rutina, kaempferol-3-O-glucosido, kaempferol-3-O-
rutinosido, naringenina y quercetina en fruto de tomate tipo bola.

Por otra parte, se ha reportado que la activacion de la biosintesis de los fenilpropanoides en los
frutos de tomate brinda proteccion contra patdgenos como A. solani, A. alternata, y B. cinerea
(Shinde et al., 2017; Wei et al., 2017). Troncoso-Rojas et al. (2013), demostraron que la aplicacion
de elicitores fungicos aumentaron la respuesta de defensa en el fruto de tomate contra Fusarium
oxysporum activando la via metabdlica de los fenilpropanoides. En otro estudio, se demostrd que
la simbiosis de micorrizas arbusculares (MA) y tomate, induce un incremento en las actividades de
las enzimas B-1,3-glucanasa, quitinasa, fenilalanina amonio-liasa (PAL) y lipogenasa (LOX) en el
tejido foliar, favoreciendo la activacion de defensas (Dabdoub-Gonzélez, 2018).

La enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC 4.3.1.5) cataliza la primera etapa en la ruta de los
fenilpropanoides, dando lugar a una diversidad de compuestos fendlicos. Esta enzima actla sobre
la fenilalanina transforméndola en el &cido trans-cindmico, sustrato comin de la biosintesis de
distintos fenilpropanoides tales como antocianinas, flavonoides, furanocumarinas, fitoalexinas,
lignina y esteres fenolicos (Dixon et al., 2002). Los compuestos mas simples conteniendo el
esqueleto del fenilpropanoide CsCs3, son los acidos hidroxicinamicos como el acido sinaptico, los
monolignoles, que tiene como funcion relacionarse con la estructura y defensa de las plantas. Esta
enzima esta regulada por diferentes factores como la luz y la concentracién de diversas hormonas

vegetales.
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Laactividad de la enzima PAL aumenta cuando las plantas son sometidas a estrés como infecciones
fangicas o bacterianas, falta de agua, entre otros (Romero-de la Fuente, 2009). Sin embargo, al
aumentar la actividad de la enzima PAL o los genes que codifican para esta enzima se ha
relacionado constantemente con los mecanismos de defensa de la planta ante distintos patdgenos,
tales como los procesos de resistencia inducida. Por lo cual, la actividad enzimética de PAL se ha
utilizado también como indicador para la cuantificacién de grado de respuesta defensiva por la

planta tras la induccion (Pensado, 2014).

2.4. Moléculas Inductoras del Mecanismo de Defensa: Elicitores

El mecanismo de defensa de las plantas puede activarse en respuesta a diversos elicitores. Estos se
clasifican como bidticos o abioticos, los cuales pueden actuar solos o combinados con otros
elicitores. Entre los elicitores abioticos se incluye luz ultravioleta, metales pesados, alta 0 baja
temperatura, o radicales libres, mientras que los elicitores bioldgicos son compuestos de diversa
estructura y origen como componentes de la pared celular de levadura también pueden provernir
de la pared celular de la planta, de micelios, esporas de hongos, o moléculas de origen microbiano
como carbohidratos, proteinas, lipidos, glicoproteinas y compuestos volatiles (Cuadro 1) (Thakur
y Singh, 2013). Debe considerarse que la magnitud y el alcance de la respuesta inducida va a
depender del tipo de molécula, de la sefial, movilidad y su capacidad para inducir la sefializacion
secundaria dentro del tejido (Garcia et al., 2018; Falcon et al., 2015).

Uno de los componentes de la pared celular de hongos es la quitina la cual puede actuar como
elicitor, promoviendo la resistencia en varias especies de plantas contra los patdgenos bacterianos
y fangicos (Wiesel et al., 2014). Es importante determinar el momento adecuado para la aplicacién
de elicitores ya que estos generan multiples efectos sobre la planta, entre los que se encuentra el
incremento en la resistencia sistémica adquirida e inducida y la estimulacion del metabolismo

secundario (Baenas et al., 2014).
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Cuadro 1. Elicitores biolégicos contra enfermedades fungicas en tomate.

Elicitor Contra Referencia
Quitosano de crustaceo Botrytis cinerea (Liu et al., 2007)
Acido oligogalacturérico Botrytis cinerea (Wiesel et al., 2014)
Fructooligosacérido de Arctium Botrytis cinerea (Wang et al., 2009)
lappa
Biomasa flngica enriquecida Fusarium oxysporum (Troncoso-Rojas et al., 2013)

2.4.1. Quitina y sus Oligosacaridos de Origen Fungico como Elicitores

La quitina es un polisacarido con alto peso molecular, compuesto por mondémeros de 2-acetoamida-
2-desoxi-a-D-glucosa, unidos mediante enlaces p (1-4). Se encuentra en los exoesqueletos de
crustaceos, insectos, hongos, y algas. En forma tradicional, su procesamiento deriva de los
desechos de crustaceos (Cisneros et al., 2019). Es uno de los componentes principales de la pared
celular de los hongos; la quitina tiene gran estabilidad quimicay térmica, pero aun asi es susceptible
a la accién de enzimas quitinoliticas (Lucas-Bautista et al., 2019).

El proceso tradicional de obtencidn de quitina es el alcalino, en el cual se utilizan condiciones
agresivas como elevada concentracion de NaOH, y temperatura. La quitina obtenida bajo estas
condiciones es de consistencia dura e inflexible, dificil de disolver y de dificil manejo.
Recientemente, Henry et al., (2019), reportd la obtencion de quitina de hongos a través de
tratamiento enzimatico, en el cual utilizaron las enzimas comerciales proteasa y 3-1,3-glucanasa.
El producto obtenido de este tratamiento, presento alto porcentaje de acetilacion, cierta solubilidad
en agua, y de facil manejo. La combinacién del tratamiento enzimético con la sonicaciéon y
ultrafiltracidn, produjo oligdmeros de quitina parcialmente solubles en agua, lo que puede permitir
su aplicacion a nivel postcosecha.

Los oligosacaridos de quitina tienen efectos positivos al activar el mecanismo de defensa en las
plantas, por lo que se han considerado como potentes inductores de la inmunidad de las plantas
(Zhao et al., 2019). Las plantas han desarrollado receptores membranales que reconocen a los
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), entre los que se
encuentran los oligosacaridos de quitina (Larez et al., 2019). Posteriormente se desencadena una

serie de reacciones de sefializacion, conduciendo a una muerte celular en el sitio donde el patdégeno
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intenta invadir. El &cido salicilico (AS), el acido jasmonico (AJ), y el etileno se distinguen como
las hormonas mas importantes para las respuestas inmunes de las plantas, debido a que la
biosintesis y la sefializacion de estas estan relacionadas con la defensa contra patdégenos biotrofos
o0 necrotrofos (Boccardo et al., 2019).

Estudios previos reportaron que el primer receptor de quitina identificado en las plantas es la
proteina CEBIP (proteina de unidn al elicitor de quitina) con dominio de lisina, en el arroz (Oriza
sativa). CEBIP es un receptor tipo proteina el cual contiene tres dominios extracelulares de lisina
(LysM) y una cola de glicosilfosfatidilinositol anclada a la membrana plasmatica. En reaccion a la
quitina o a los oligosacéaridos de quitina, CEBIP forma un complejo proteico heterodimérico con
CERK1 (Receptor del elicitor de quitina tipo Cinasa 1), el cual es un receptor tipo cinasa que
contiene un dominio LysM, identificado en Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). Diversos estudios
en Arabidopsis mencionan gque posee cinco receptores tipo cinasas con dominios LysM llamadas
LYK1 a LYKS. La proteina LYK es un receptor tipo cinasa con actividad intracelular la cual se
necesita para la homodimerizacion y la autofosforilacion de las proteinas. LYK1 ha demostrado un
papel esencial en la inmunidad inducida por quitina contra patégenos fungicos como Fusarium sp
y Alternaria sp (Xue et al., 2019).

Recientemente, Valle-Sotelo (2019) demostré que los fragmentos de quitina aislados de A.
alternata con grado de polimerizacién estimado < 5 tienen capacidad elicitora, promoviendo un
aumento en la actividad enzimatica de quitinasa y B-1-3 glucanasa, y redujeron la infeccion
provocada por A. alternata en frutos de tomate. Asimismo, Falcon-Verdugo (2019) report6 que la
aplicacion de esos fragmentos de quitina indujo un aumento en el nivel de actividad de las enzimas
peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa en frutos de tomate, promoviendo la resistencia frente
al patégeno A. alternata. De acuerdo a los estudios previamente descritos, es claro que los
fragmentos de quitina de origen fangico estimulan el mecanismo de defensa de naturaleza proteica
en frutos; sin embargo, no se ha encontrado informacién cientifica sobre el efecto de los oligdbmeros

de quitina de A. alternata en la sintesis de los fenilpropanoides en frutos de tomate.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de oligdbmeros de quitina de A. alternata aumenta el contenido de los

fenilpropanoides en frutos de tomate tipo bola.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General

Evaluar las alteraciones en el metabolismo de los fenilpropanoides en fruto de tomate, en respuesta

a la aplicacion de oligémeros de quitina de A. alternata.

4.2. Objetivos Especificos

e Obtener y caracterizar parcialmente los oligdmeros de quitina de A. alternata.
e Analizar el efecto de los oligdbmeros de quitina fangica en la actividad enzimética de
fenilalanina amonio liasa en tomate tipo bola.

e Determinar el efecto de los oligbmeros de quitina en el contenido de fenoles totales y
flavonoides en tomate.

e Analizar el efecto de los oligdmeros de quitina en el perfil de acidos fendlicos y flavonoides en
tomate.

e Evaluar la tolerancia de frutos de tomate tratado con oligbmeros de quitina fingica a la
infeccion causada por A. alternata.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion y Caracterizacion Parcial de Oligdomeros de Quitina Fungica

5.1.1. Obtencién de Quitina de A. alternata.

Se utilizé una cepa de Alternaria alternata previamente aislada de frutos de tomate y conservada
bajo refrigeracion y con resiembra constante en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal y
Postcosecha de la CTAOV-CIAD, A.C., ubicado en Hermosillo, Sonora. Se obtuvo la biomasa en
medio de cultivo sumergido, de acuerdo con la técnica reportada por Henry et al. (2019). Se prepard
una suspension de esporas de A. alternata a una concentracion de 1x107, se tomé un mL y se afiadié
a caldo papa dextrosa (PDB), posteriormente se incub6 a 27 °C por 10 dias, en agitacion a 120 rpm
en un agitador orbital (Shaker Environ 3527). La biomasa se filtré en tela de organzay se lavé con
agua destilada, se centrifugd utilizando una centrifuga Thermo Scientific (Sorvall ST8R) a 4500
rpm durante 15 min a 25 °C. La quitina se obtuvo por tratamiento enzimatico reportado por Sivan
y Chet (1989) y Jadhav y Gupta (2016) y modificado por Henry et al. (2019). A la biomasa obtenida
se le afadieron 20 U/mL de proteasa comercial de Bacillus licheniformis (Sigma) en solucién
reguladora de fosfato de sodio 0.1 M a pH 7.0 por 24 h a 50 °C, y se coloc6 en un agitador orbital
a 120 rpm. Al término de las 24 h se inactivo la enzima en bafio maria a 100 °C por 10 min. La
biomasa se filtrd en tela de organza, se lavd y posteriormente se centrifug6 a 4500 rpm durante 15
min a 25 °C. Al material obtenido se le afiadieron 0.5 U/mL de B-1,3- glucanasa comercial de
Trichoderma longibrachiatum en solucion reguladora de citrato de sodio 0.5 M pH 3.5 durante 72
ha 37 °C, y se colocé en un agitador orbital a 120 rpm. Se recuper6 la quitina en tela de organza,

se lavo y liofilizé durante 24 h.

28



5.1.2. Obtencion de Oligomeros de Quitina de Bajo Peso Molecular

La quitina obtenida del paso anterior se resuspendio en agua milliQ a una concentracion de 5
mg/mL y se sometid a ultrasonicacion a 250W durante 4 h a 50 °C en un sonicador (BRANSON,
2510). Posteriormente se paso a través de papel filtro Whatman No.1 para remover el material que
no se solubilizé. EI material filtrado se sometié a ultrafiltracion en celda de AMICON (Millipore)
utilizando membranas de celulosa regenerada de 10 kDa (Sigma-Aldrich, USA) con la finalidad de
eliminar moléculas de gran tamarfio, y de 1 kDa para la obtencién de oligomeros de bajo peso
molecular (Valle-Sotelo, 2019). Finalmente, se colectd el permeado y se mantuvo a 4 °C para su

posterior caracterizacion.

5.1.3. Caracterizacion Parcial de los Oligdbmeros de Quitina de Bajo Peso Molecular de A.

alternata

Los oligdmeros de quitina de A. alternata obtenidos, se caracterizaron parcialmente en base a su
contenido de N-acetil-glucosamina, grado de acetilacion, contenido de proteinas, y grado de
polimerizacion.

Se determind el contenido de N-acetil-glucosamina por espectrofotometria de acuerdo con la
metodologia descrita por Suarez-Pérez et al. (2009) con algunas modificaciones. Se tom6 1 mL de
muestra y se afiadieron 500 pL de HCI 0.1 N, se agit0 y se dejo reposar 5 min. Se agregé 1 mL de
agua milliQ seguido de 1 mL de NaOH 35% (m/v) dejando reposar durante 5 min. Se colocé en
bafio maria a 100 °C durante 10 min, se dej6 enfriar y se midi6 la absorbancia a una longitud de
onda de 330 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis (HACH, DR 5000). Para su cuantificacion, se
realizd una curva de calibracion utilizando como estandar N-acetil-glucosamina (SIGMA, USA).
El analisis se realizd por triplicado y los resultados se expresaron en pg de N-acetil-
glucosamina/mL de solucion.

El grado de acetilacion se determind por medio de titulacion conductimétrica en un potenciometro
(Denver Intrument 125) reportado por Henry et al. (2019). Para esta medicion, se tomo6 una muestra

de 100 mL de la solucién de oligdbmeros y se agreg6 poco a poco HCI 0.1 N. Se midié el volumen
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de HCI utilizado para lograr la protonacion de los grupos amino libres de la molécula de quitina.
Posteriormente se elabor6 una gréfica con los valores de pH y conductancia para cada volumen de
HCI 0.1 N que se afiadié a la muestra. La medicion se realizd por triplicado y los resultados se
reportaron como porcentaje de grupos acetilados o grado de acetilacion (%).

Se determing el contenido de proteinas en la solucion de oligdmeros por el método de Bradford
(1976). Se utilizé como estdndar albumina de suero bovino para la curva de calibracion. La mezcla
consistié en 50 pL de muestra, 200 pL del reactivo de Bradford y 750 pL de agua milliQ. Se
homogenizo la mezcla 'y se midio la absorbancia en un espectrofotometro (HACH, DR 5000) a una
longitud de onda de 590 nm. Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados fueron
expresados como mg de proteina/mL.

El grado de polimerizacion se estimé en base al peso molecular de los oligdmeros de quitina <1kDa

y al peso molecular de N-acetil-glucosamina.

5.2. Evaluacion del Efecto de los Oligomeros de Quitina en la Sintesis de Fenilpropanoides en

Frutos de Tomate

5.2.1. Aplicacion Postcosecha de Oligémeros de Quitina Fungica en Frutos de Tomate

Se realiz6 un bioensayo siguiendo la metodologia reportada por Troncoso-Rojas et al. (2013) con
algunas modificaciones. Se obtuvieron los tomates tipo bola del mercado de abastos Francisco I.
Madero, localizado en la ciudad de Hermosillo, Sonora. Se seleccionaron 144 tomates en estado
de madurez rosa de acuerdo a la clasificacion de la USDA. Se desinfectaron con agua clorada (150
ppm) por 3 min, posteriormente se lavd con agua estéril para retirar el exceso del cloro y se dejé
secar a temperatura ambiente. Se dividieron en 6 grupos de 24 frutos cada uno. A 3 grupos se les
aplico por inmersion los oligdbmeros de quitina a distintas concentraciones: 0, 50 y 100 pg/mL,
estos tratamientos fueron denominados como: Testigo (0 pg/mL), F1 (50 pg/mL), F2 (100 pg/mL),
respectivamente. En el caso del Testigo, los frutos se sumergieron en agua destilada esteril.
Mientras que los otros 3 grupos se les aplicé oligdmeros de quitina (0, 50 y 100 pg/mL) y se

inocularon con una suspension de esporas de 1x107 esporas/mL de A. alternata mediante inmersion
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de la zona peduncular, estos ultimos se denominaron: inoculados (IN), F1 + inoculados (F1+INO),
F2 + inoculados (F2+INO), respectivamente. Se tomaron muestras del pericarpio de los frutos a
distintos tiempos posteriores a la aplicacion de los oligémeros (0, 0.5, 1, 3, 6, 24, 48,y 72 h). Se
tomaron 3 frutos por cada tratamiento y tiempo de muestreo, considerandose un fruto como unidad

experimental. Se liofilizaron las muestras y almacenaron para su posterior anélisis.

5.2.2. Determinacion de la Actividad Enzimatica de Fenilalanina amonio-liasa (PAL)

Se determind PAL siguiendo el protocolo reportado por Zucker (1969) y Lafuente et al. (2001). Se
homogenizaron 0.4 g de muestra liofilizada con 15 mL de buffer de borato de sodio a 0.1 M (pH
8.8 con 20 mM B-mercaptoetanol) por 1 h, se filtr6 con tela de organza y posteriormente se
centrifug6 a 9,000 rpm por 15 min a 4 °C. Se midi6 el volumen del sobrenadante, y en base a este
se afadio sulfato de amonio para obtener un 27% de saturacion, y se centrifug6 a 9,000 rpm por 20
min a 4 °C. El precipitado se disolvio en 4.5 mL de buffer de acetato de amonio 0.1 M (pH 7.7 con
20 mM B-mercaptoetanol). Posteriormente se mezclé en tubos de ensayo 600 pL de fenilalanina,
3.4 mL de agua y 2 mL de extracto. Se midié la absorbancia en un espectrofotometro (HACH
modelo DR500 UV-Visible) a una longitud de onda de 290 nm y se dejé reposar por 2 horas para
su segunda medicion. Se calcul6 la actividad de PAL mediante el coeficiente de extincion molar
del acido transcinamico y se reporté como 1 mol de &cido transcinamico/min.

Con el propdsito de reportar la actividad enzimatica de forma especifica, se determin6 el contenido
de proteina por el método de Bradford (1976), tal y como se menciona en la seccién 3.1.3. Los
analisis se realizaron por triplicado. Los resultados de la actividad de PAL fueron reportados como
U/ug de proteina. Una unidad enzimatica de PAL se definié como la cantidad de enzima que

cataliza la formacion de 1 pmol de &cido transcinamico por minuto.

5.2.3. Determinacion del Contenido de Fenoles Totales

Se determind el contenido de los fenoles totales utilizando el método Folin-Ciocalteu reportado por
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Singleton y Rossi (1965), modificado por Sanchez-Estrada et al., (2009). Se tom6 una muestra de
500 mg de tejido liofilizado, se agregaron 10 mL de metanol al 80% y se homogenizé la muestra
en un homogenizador (Ultra-T25). Posteriormente se sonico (BRANSON, 2510) por 30 min en
oscuridad a temperatura ambiente, se centrifug6 a 4,450 rpm a 5 °C por 15 min y por ultimo se
filtro el sobrenadante con papel Whatman N°10. Se mezcld en tubos de ensayo 100 pL de muestra,
3 mL de agua, 750 pL Na>COs al 20% durante 5 min, 250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 2 N, 900
uL de H20, y se agitd en vortex. Posteriormente, se dejo reposar 1.5 h a temperatura ambiente en
oscuridad. La absorbancia se leyd a 724 nm con un espectrofotometro UV-Visible. Se calculd la
concentracion de compuestos fenolicos totales utilizando una curva estandar de acido galico. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en mg equivalentes de

acido galico por gramo de tomate en peso seco (mg GAE/g p.s.).

5.2.4. Determinacién del Contenido de Flavonoides

Para la determinacion del contenido de flavonoides se utilizo el método colorimétrico de Cloruro
de aluminio (Chang et al., 2002), con algunas modificaciones. Se mezclo en tubos de ensayo 6.4
mL H20, 300 uL NaNO- al 5%, 1 mL de extracto; se dejo reposar 5 min y posteriormente se afiadio
300 pL de AICIz al 10% dejandose reposar 1 min. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de NaOH 1
N y se agitd en vortex vigorosamente. Se midio la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro.
Se calcul6 la concentracion de flavonoides utilizando una curva estandar de quercetina. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en mg equivalentes de

quercetina por gramo de tomate en peso seco (mg QE/g p.s.).

5.2.5. Determinacion del Perfil de Compuestos Fenolicos por HPLC

A partir del extracto utilizado para la determinacion del contenido de fenoles totales y flavonoides,
se tomo una muestra y se filtré utilizando membrana de nylon 0.22 um (Millipore Co., Bedford,
MA, EE. UU.)
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Para el analisis cromatografico de los acidos fenolicos, se inyectd una alicuota de 20 pL del filtrado,
en un cromatdgrafo de liquidos de alta resoluciéon Varian modelo ProStar 230, equipado con una
columna C13ODS Beckman Coulter de 25 cm de largo, 4.6 mm de didmetro y un tamafio de
particula de 5 um, con una bomba de gradiente ternario HPLC, acoplado a un detector UV y Vis
ProStar 310 con arreglo de diodos (Walnut Creek California, USA).

Se utiliz6 un gradiente de elucién (Cuadro 2) para la separacion de los acidos fendlicos empleando
como fase mévil metanol grado HPLC (Solucién A), y acido ortofosfdrico al 0.1% con agua MilliQ
(Solucion B) (Ruelas et al., 2006). Se utilizé una velocidad de flujo de 1 mL/min y se detect6 a una
longitud de onda de 280 nm. Los acidos fendlicos se identificaron comparando sus tiempos de
retencion con los de estandares comerciales de acido galico, &cido vanilico, acido caféico, acido

clorogénico, acido ferulico, acido hidroxibenzoico y acido p-cumarico.

Cuadro 2. Gradiente de elucién para acidos fendlicos

Solucion A Solucion B )
Tiempo (min) itri Agua MilliQ + 0.1% Acido
Acetonitrilo 0.
Ortofosfoérico
0 8% 92%
2 22% 78%
30 8% 92%

(Gupta et al., 2012).

En cuanto al andlisis de flavonoides se utiliz6 un gradiente de elucion (Cuadro 3) con una fase
movil empleando 95% de metanol grado HPLC mas 5% de acetonitrilo (Solucién elucion A), y
acido férmico al 5% mas 95% de agua grado HPLC (Solucion B) (Pacheco, 2013). Se utiliz6 una
velocidad de flujo de 1 mL/min y se detectd a una longitud de onda de 270 nm. Los flavonoides
resultantes se identificaron comparando sus tiempos de retencién con los de estandares comerciales
de naringenina, naringenina 7-O-glucédsido, rutina, kaempferol-3-O-glucésido, kaempferol-3-O-

rutinosido y quercetina.
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Cuadro 3. Gradiente de elucion para Flavonoides

Tiempo

Solucion A
(min) (Metanol 95% + Acetonitrilo 5%0)

Solucién B
(Acido formico 5% + Agua 95%b)

0
5
10
15
22
27
39
46
50

15%
15%
30%
32%
33%
50%
95%
95%
15%

85%
85%
70%
68%
67%
50%
5%
5%
85%

(Pacheco, 2013).

Para la cuantificacion de los &cidos fendlicos y flavonoides, se realizé una curva de calibracion

para cada compuesto, utilizando un rango de concentracion entre 0-100 mg/mL, con un coeficiente

de regresion (R?) por arriba de 0.99.

5.3. Evaluacion del Efecto de los Oligébmeros de Quitina en la Tolerancia del Tomate a la

Infeccion por A. alternata

Los frutos testigo, inoculados, y los inoculados y expuestos a concentraciones de 50 y 100 pug/mL

de oligbmeros de quitina fungica descritos en la seccion 3.2.1, se almacenaron en una cdmara de
refrigeracion durante 15 dias a 20 °C y 90% H.R. Se determind el efecto de los oligbmeros de

quitina en el control de la infeccion causada por A. alternata en base al progreso y la severidad de

las lesiones causadas por el hongo, asi como el indice de la enfermedad.
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5.3.1. Medicion del Crecimiento de A. alternata en Frutos de Tomate Infectados por el
Hongo y Expuestos a los Oligomeros de Quitina

En el caso del progreso de la severidad de las lesiones causadas por el hongo, diariamente se
registro el nimero de lesiones de cada fruto, se midi6 el didmetro de cada lesion con un vernier, y
se calculo el indice de la enfermedad en el fruto de tomate de acuerdo con la férmula de Towsend-
Heuberger descrita por Wenda-Piesik y Piesik (1998) de acuerdo al cuadro 4. El indice de
enfermedad se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion modificada por Sanchez-Estrada et al.
(2009):

Yi..1 (ni xvi)
N XV

IE (%) =

donde vi, clase de dafio (%); ni, numero de frutos en la clase; N, nimero total de frutos; V, clase

mas alta. Se determind el porcentaje de frutos infectados por tratamiento.
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Cuadro 4. Escala de dafios en frutos de tomate causados por Alternaria alternata.

FRUTO ESCALA DE DANO DESCRIPCION
GRUPO 0 Frutos con 0% de dafios
GRUPO 1 Frutos con 0 - 25% de dafios
GRUPO 2 Frutos con > 25 - 50% de dafios
GRUPO 3 Frutos con > 50 - 75% de dafios
GRUPO 4 Frutos con > 75 - 100% de dafios

Wenda-Piesik y Piesik (1998).

5.4. Disefio de Experimentos y Analisis de datos

En el primer objetivo especifico, se utilizo estadistica descriptiva para el anlisis de las variables:
contenido proteico, contenido de N-acetil-glucosamina y grado de acetilacion. En el segundo y
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tercer objetivo se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial A x B, en donde el
factor A son los tratamientos (0, 50 y 100 pug/mL de oligémeros de quitina), y B los tiempos de
muestreo (0, 0.5, 1, 3, 6, 24, 48, y 72 horas). Las variables respuesta fueron: actividad de la enzima
fenilalanina amonio-liasa, contenido de fenoles totales y contenido de flavonoides.

Con respecto al quinto objetivo especifico se realiz6 un disefio completamente al azar con arreglo
factorial A x B, en donde el factor A son los tratamientos (testigo, frutos inoculados, y frutos
inoculados y expuestos a concentraciones de 50 y 100 pug/mL de oligomeros), y el factor B
correspondiente al tiempo de muestreo (diariamente durante 10 dias). La variable de respuesta es
el indice de la enfermedad, donde los datos del indice de dafios se analizaron después de la
transformacion arctan.

Se realiz6 un analisis de varianza con un nivel de significancia del 5% y comparaciéon de medias.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico Number Cruncher
NCSS 2021.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo la biomasa de Alternaria alternata a partir de la suspension de esporas de 1x10’
en medio PDB, teniendo un rendimiento de 9.7 g/L (peso seco) durante los 10 dias de incubacion.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Valle-Sotelo (2019) quien obtuvo 9.04 g/L,
mientras que Henry et al. (2019) reporto un rendimiento de 7.03 g/L. Se ha reportado rendimientos
de 9.0 g/L en Alternaria solani (Koley y Mahapatra, 2015), por lo que el rendimiento que se obtuvo
en esta investigacion coincide con lo reportado en la literatura. Los resultados de la obtencién de
biomasa pueden variar debido a diversos factores como medios de cultivos y condiciones de pH
(Koley y Mahapatra, 2015), asi como por la especie y origen del fitopatogeno (Martinez-Pefia et
al., 2020), entre otros. Se ha reportado que la biomasa cultivada en medios ricos en nitrogeno y
micronutrientes contiene cantidades mayores de proteina; en cambio, la biomasa cultivada en
medios ricos en almidén y glucosa muestran mayor proporcién lipidos y polisacaridos (Tigini et
al., 2012).

A partir de la biomasa se obtuvo la quitina fangica mediante tratamiento enzimatico, aplicando
primero la proteasa comercial con la cual se logro hidrolizar 24.74% del peso de la biomasa inicial.
Mahboubi et al. (2017) menciona que los hongos filamentosos pueden producir biomasa con altos
niveles de proteina, de tal manera que la biomasa de origen fungico puede llegar a contener entre
19.8% hasta 47% de proteina en especies como Aspergillus oryzae, A. niger y Trichoderma viride
(Asadollahzadeth et al., 2018; Zhang et al., 2008).

Por otra parte, al finalizar el tratamiento enzimatico con B-glucanasa comercial se obtuvo el 37.11%
del peso de la biomasa inicial, por lo tanto, con esta relacién se puede inferir que el 38.15% del
peso de la biomasa que se obtuvo de A. alternata fue hidrolizada por el tratamiento enzimatico con
B-glucanasa. De acuerdo con Pérez y Ribas (2013), los hongos tienen distintos componentes en su
pared celular, el cual esta formado por proteinas que varian entre un 20 y 30%, posteriormente una
capa de B-glucanos el cual conforma entre 50 y 60% y por Gltimo la quitina, la cual se encuentra
en la parte mas interna y representa entre un 10 y 20% en los hongos filamentosos. De acuerdo con
la literatura, el mayor componente de la pared celular fungica son los glucanos, distinguiéndose
dos grupos: a-glucanos y B-glucanos. Dentro del primer grupo se encuentran unidos mediante

enlaces a-1,3 glucanos que son insolubles en agua, y en algunos hongos se encuentran
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interconectados con enlaces a-1,4; sin embargo, la mayor proporcién de los glucanos se encuentra
unidos por enlaces B, destacandose los -1,3 glucanos que representan entre el 65 y 90% del
contenido de B-glucanos (Fesel y Zuccaro, 2016). En el caso de la enzima utilizada en el presente
estudio para degradar este componente de la pared celular, consistio de una mezcla de B-1,3 y B-
1,4 glucanasas, por lo que probablemente no se eliminé en su totalidad los glucanos provenientes
de la pared celular fungica, reflejdndose en un porcentaje inferior a lo encontrado en la literatura y
posiblemente quedaron residuos de glucanos en la muestra de quitina obtenida.

Respecto a la apariencia general de la quitina obtenida en el presente estudio, ésta presento un color
oscuro (Figura 5) como resultado de la sintesis del pigmento melanina que se encuentra en la pared
celular de las conidias de Alternaria alternata (Troncoso-Rojas y Tiznado-Hernandez, 2014).
Gonzélez-Lorente et al. (2002) reportaron que la quitina obtenida por tratamiento quimico a partir
de la céascara de camardn present6 una apariencia de color blanco. Por otro lado, Urbina-Salazar
et al. (2020) obtuvo quitina de hongos comestibles (Agaricus bisporus) presentando una apariencia
de color blanco-amarillo. En un estudio elaborado por Escobar-Sierra et al. (2013) extrajeron
quitina de caparazones de crustaceos, la cual mostro un color perla claro, esto debido a los procesos
de desmineralizacion, desproteinizacion y desacetilacion realizados como una etapa de
purificacién. Por lo tanto, es de destacar que el método de extraccidén enzimatico que se utiliz6 en
el presente estudio no incluye los procesos quimicos de desmineralizacién o blanqueo por medio

de agentes decolorantes, lo que permitioé que la biomasa obtenida conservara sus propiedades que

dan ese color oscuro.

Figura 5. Biomasa de A. alternata obtenida antes y después del tratamiento enzimatico.
A) Biomasa obtenida por cultivo sumergido. B) Biomasa después del tratamiento enzimatico.

39



6.1. Caracterizacion Parcial de los Oligbmeros de Quitina

La quitina de A. alternata obtenidos mediante tratamiento enzimatico, fue expuesta a los procesos
de sonicacion y ultrafiltracion, obteniéndose los oligomeros de quitina con un peso molecular <1
kDa. De acuerdo con el peso molecular de la quitina y el tamafio de poro de la membrana se pudo
estimar un grado de polimerizacion < 5 (Cuadro 5). Estudios han demostrado que la degradacion
ultrasonica de biopolimeros solubles en agua se debe a los efectos mecanicos inducidos por
ultrasonidos el cual da como resultado la produccion de radicales libres OH- y H- (Koda et al.,
2011). Kjartansson et al., (2006), reportd que el proceso de sonicacién en quitina de crustaceo
provoco la ruptura del polisacarido causando la despolimerizacién y mejorando la eliminacion de

proteinas volviéndolo soluble y con un rendimiento de 8.28%. En la figura 6 se puede observar

como el proceso de sonicacion favorecio la solubilidad de los oligdmeros de quitina.

Figura 6. Apariencia general de la quitina obtenida de A. alternata. A) Quitina insoluble (sin
sonicacién). B) Quitina soluble (posterior a la sonicacién). C) Oligébmeros de quitina de A.
alternata <1 kDa

6.1.1. Contenido de N-acetil glucosamina

El contenido de N-acetil glucosamina (GICNAc) que se obtuvo en la solucidén acuosa de los
oligbmeros fue de 50 + 0.007 pg/mL lo que representa un valor de 2.06 g/100 g de quitina inicial
(Cuadro 5). Falcon-Verdugo (2019) realizo el mismo método enzimatico, sonico durante 3 horas y
ultrafiltro bajo las mismas condiciones para la obtencion de oligomeros, en el que obtuvo 100

png/mL de N-acetil-glucosamina gque representa un valor de 3.82 g/100g de quitina inicial. Por otro
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lado, Valle-Sotelo (2019) sonicé por 4 horas a 250 watts y obtuvo 314 pg/mL (12 g/100 g de quitina
inicial). Sin embargo, en el actual estudio se sénico por 4 horas, donde nuestros resultados estan
por debajo de los antes mencionados. Urbina-Salazar et al. (2020), obtuvieron una concentracion
de 80.4 = 2.2 de N-acetil glucosamina; estos valores se deben a que la quitina obtenida de Agaricus
bisporus fue tratada con el tratamiento tradicional de NaOH para preservar su estructura y aumentar
su pureza. En el presente trabajo, cabe destacar que el tiempo de sonicacién es un factor
considerable para fragmentar la quitina y obtener una mayor cantidad de oligdbmeros. Sin embargo,
el bajo contenido de GICNAC en la muestra del presente estudio puede deberse a que se afiadié mas

agua de la requerida antes de sonicar.

Cuadro 5. Caracteristicas fisico-quimicas de los oligémeros de quitina de A. alternata.

Caracteristica Resultados Obtenidos
Grado de polimerizacion <5 Monémero
Contenido de N-acetil-glucosamina 50 + 0.007 pg/mL
Grado de acetilacion 77%
Proteina residual 0.025 pg/mL
Solubilidad Soluble en agua
Apariencia de la solucion Turbia, café oscuro

6.1.2. Grado de Acetilacion de los Oligémeros de Quitina Fungica

El grado de acetilacion de los oligdmeros de quitina soluble presentd un valor promedio de 77%
(Cuadro 5), estos resultados son similares a lo obtenido por Falcdn-Verdugo (2019), quien obtuvo
78%. En un estudio similar, Henry et al. (2019) reportaron un valor promedio de 76%, lo cual nos
permite suponer que la molécula obtenida es quitina y no quitosano. Esto debido a que la quitina
tiene un grado de acetilacion >50% mientras que el quitosano tiene un promedio de 0 a 40% (Pillai
et al., 2009). Wu (2004), report6 que la quitina de Aspergillus niger present6 un valor de 76.53 %
de grado de acetilacién. Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio.
Tradicionalmente, el método de extraccion para quitina es el tratamiento alcalino utilizando bases
a altas concentraciones y temperaturas, lo que provoca la desacetilacion de la molécula (Gadgey y

Bahekar, 2017). Por otra parte, diversos estudios reportan que el método de extraccion por
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tratamiento enziméatico no afecta el grado de acetilacion de la quitina al contrario del método
quimico (Rojas, 2014). Esto es importante debido a que los oligdmeros de quitina deben de estar
altamente acetilados para ser reconocidos por los receptores de membrana celular y activar el

mecanismo de defensa en las plantas.

6.1.3. Contenido de Proteina Residual

La solucion de oligémeros de quitina presentd una concentracion de 0.025 pg/mL de proteina
residual (Cuadro 5). Estos resultados son similares a lo reportado por Falcén-Verdugo (2019) quien
obtuvo una concentracién de 0.02 pg/mL. Cisneros-Pérez et al. (2019), extrajeron quitina a partir
del exoesqueleto de crustdceos mediante el tratamiento enzimético utilizando enzimas
proteoliticas, logrando reducir hasta un 67% el contenido de proteinas, o que comprueba que la
extraccion enzimatica es efectiva para la obtencion de la quitina. En el mismo estudio, los autores
observaron un alto porcentaje de acetilacion, lo que confirma que el método enzimatico no afecta
el grado de acetilacion. Asimismo, es fundamental sefialar que el contenido de proteina residual
puede variar dependiendo del proceso de sonicacién, o del tipo de enzimas y concentracion
utilizada, por el que fue sometido la muestra de quitina para la obtencion de los oligémeros.
Kjartansson et al. (2006) evaluaron el efecto de la sonicacion para la extraccion de quitina de
crustaceos, donde se observé que la concentracion de proteina residual disminuyé debido al
aumento del tiempo de sonicacién. Ademas, se ha reportado que la quitina debe presentar alta
pureza para sus aplicaciones bioldgicas, con valores entre 1y 7% de proteina residual (Percot et
al., 2003), por lo que los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que los oligdmeros

de quitina con bajo contenido proteico pueden desempefiar una funcion bioldgica.
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6.2. Efecto de los Oligomeros de Quitina en la Sintesis de Fenilpropanoides en Tomate

6.2.1. Actividad Enzimética de Fenilalanina amonio-liasa en Tomate en Respuesta a los

Oligomeros de Quitina

Los resultados obtenidos por el efecto elicitor de los oligdmeros de quitina fungica sobre la
actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa en frutos de tomate, se muestran en el cuadro 6.
Como se puede apreciar, se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos,
observandose que los tomates expuestos a 100 pug/mL de oligdbmeros de quitina e inoculados con
A. Alternata mostraron un mayor nivel de actividad enzimatica, la cual fue mayor
significativamente (p<0.05), con respecto a los otros tratamientos. No se observaron diferencias
significativas entre el tratamiento F1+INO vy el testigo. La fenilalanina amonio-liasa sintetiza una
variedad de compuestos con capacidad antifingica, los cuales pueden detener o evitar el desarrollo

de los patdgenos fungicos (Kumar et al., 2020).

Cuadro 6. Actividad enzimatica de Fenilalanina amonio-liasa en tomate expuestos a oligdmeros
de quitina fangica e inoculados con Alternaria alternata.

Actividad enzimatica

1 *
Tratamiento (U/mg de proteina)

Testigo 6.62 + 0.68°
Inoculado 7.92 +0.99%
F1+INO 6.80 + 0.48°
F2+INO 8.61 + 0.812

*Tratamientos: Testigo: frutos sin tratamiento; Inoculado: frutos inoculados con A. alternata; F1+INO,
frutos de tomate expuestos a 50 pug/mL de oligbmeros de quitina e inoculados con A. alternata; F2+INO,
frutos de tomate expuestos a 100 pug/mL de oligbmeros de quitina e inoculados con A. alternata. Los valores
representan la media + la desviacion estandar (n=24). Las literales diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05).

Al analizar el efecto de los oligomeros de quitina con respecto al tiempo de exposicion en los

niveles de actividad de la PAL en frutos de tomate (Figura 7), se puede apreciar que hubo
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diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). La aplicacion de los oligbmeros de quitina
provoco una induccién en el nivel de la actividad de la enzima a partir de los primeros segundos
posteriores a la exposicion. El tratamiento F2+INO presenté un mayor incremento en la actividad
de PAL al tiempo de una hora posterior a la exposicion, siendo 1.48 veces mas con respecto al
testigo a la misma hora, y 2.2 veces méas con respecto al testigo al tiempo 0. Esta actividad
registrada en el tratamiento F2+INO fue mayor significativamente (p<0.05) con respecto a los
diferentes tiempos y tratamientos evaluados. Estos cambios que ocurrieron en los primeros minutos
posteriores a la exposicion, coincide con lo reportado por Shen et al. (2007), quienes sefialan que
las primeras interacciones moleculares implicadas en la activacion de los eventos bioquimicos
ocurren alrededor de los 5 minutos posteriores al contacto con el agente invasor. Asimismo, Valle-
Sotelo (2019) demostro6 que la activacion del mecanismo de defensa en frutos también ocurre desde
los primeros minutos al tener contacto con el elicitor. Por su parte, Sun et al. (2018) demostraron
que al utilizar quitina de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae en fruto de tomate infectado
con Botrytis cinerea, la respuesta en la actividad PAL ocurre desde las primeras horas y se mantiene
asi durante todo el tiempo de incubacion. En el mismo estudio se obtuvieron los valores mas altos
a partir de las 24 h mostrando diferencias significativas con respecto al testigo. En un estudio
elaborado por Oliva et al. (2020) demostraron que PAL induce una respuesta de defensa en hojas
de petunia y tomate contra Botrytis cinerea. Por su parte, Wang et al. (2021), observaron
diferencias significativas en la actividad enzimatica de PAL en mandarinas tratadas con un bio-
elicitor e inoculadas con Meyerpzyma guilliermondii en comparacién con el testigo. Estudios
previos han reportado en plantas como A. thaliana, soya, arroz y en tomate la presencia de
receptores membranales que tienen la capacidad de reconocer a los oligosacaridos de quitina, los
cuales deben de presentar ciertas caracteristicas como el grado de polimerizacion, y el grado de
acetilacion para que el reconocimiento sea mas efectivo y se induzca el mecanismo de defensa
(Badawy et al., 2016; Liu et al., 2018; Henry et al., 2021). Por lo que dependiendo de la molécula
de quitina y/o sus oligosacaridos que se apliquen se llevard a cabo o no el reconocimiento

molecular, y por lo tanto la activacion del mecanismo de defensa.
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Figura 7. Actividad enzimaética de fenilalanina amonio-liasa en frutos de tomate expuestos a distintas
concentraciones de oligémeros de quitina flngica y evaluado a distintos tiempos posteriores a la exposicién.
Testigo: frutos sin tratamiento; Inoculo: frutos inoculados con A. alternata; F1+INO: frutos aplicados con
50 pg/mL de oligbmeros de quitina e inoculados con el hongo; F2+INO: frutos aplicados con 100 pg/mL
de oligdbmeros de quitina e inoculados con el hongo. Las columnas representan los promedios y las barras
la desviacidn estandar (n=4). Las literales muestran diferencias significativas (p<0.05).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que a partir de las 3 horas
hay una disminucion en la actividad de PAL. Esto coincide con el tiempo en que la espora de A.
alternata inicia su germinacion (Ruelas-Villasefior, 2004), lo cual puede sugerir que las células del
fruto dejan de sintetizar la enzima PAL para producir otras enzimas que le permitan al fruto evitar
el crecimiento del patégeno; sin embargo, se requiere de mas estudios que confirmen esta hipétesis.
Es importante destacar la funcion que desempefia la enzima PAL durante su interaccion planta-
patdgeno, esto debido a que induce varios cambios en el metabolismo celular, sintetizando una
serie de compuestos secundarios relacionados con la defensa de las plantas como la biosintesis de
los fenilpropanoides (Vanitha et al., 2009). Cabe destacar que la mayoria de los estudios reportan
la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa en frutos en periodos de largo tiempo posterior

a los tratamientos (12 o 24 h).
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6.2.2. Contenido de Fenoles Totales en Tomate en Respuesta a los Oligdmeros de Quitina

Los resultados del contenido de fenoles totales por efecto de la aplicacion de los oligdbmeros de
quitina de A. alternata en frutos de tomate, se muestran en el cuadro 7. Como se puede observar,
hubo diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05), de los cuales los frutos testigo
presentaron el valor mas bajo. En cambio, la aplicacion de 100 pug/mL de oligomeros de quitina en
frutos inoculados con A. Alternata (F2+INO), indujo la mayor sintesis de estos compuestos, valor
que fue mayor significativamente (p<0.05) con respecto a los otros tratamientos. No se observaron
diferencias significativas entre los frutos testigo y los inoculados con A. alternata.

Cuadro 7. Contenido de fenoles totales en frutos de tomate expuestos a oligdbmeros de quitina
fangica e inoculados con Alternaria alternata.

Contenido de fenoles totales

Tratamiento (mg GAE/g p.s)

Testigo 3.57 £ 0.15b
Inoculado 3.64 £ 0.30b
F1+INO 3.86 + 0.30ab
F2+INO 4.12 +0.29%

*Tratamientos: Testigo: frutos sin ningln tratamiento; Inoculados: frutos inoculados con A. alternata;
F1+INO: frutos aplicados con 50 pg/mL oligémeros de quitina flngica e inoculados con A. alternata:
F2+INO: frutos aplicados con 100 pg/mL oligébmeros de quitina fangica e inoculados con A. alternata.
Las literales diferentes indican diferencia significativa (p <0.05) n=24.

Al analizar el efecto de los oligdbmeros de quitina fungica con respecto al tiempo de exposicién en
el contenido de fenoles totales en frutos de tomate (Figura 8), se puede apreciar que hubo
diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05). Inicialmente el contenido de los fenoles
totales fue muy similar entre los distintos tratamientos (3.51 — 3.81 mg GAE/g.p.s.) por lo que no
fueron diferentes estadisticamente. Sin embargo, al tiempo de 1 h posterior al tratamiento, se
observo un incremento sustancial en el contenido de fenoles totales, particularmente en el

tratamiento F2+INO, observandose un incremento de 1.35 veces con respecto al testigo a ese
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mismo tiempo, y de 1.78 veces con respecto al testigo al tiempo 0. La concentracién de fenoles
totales al tiempo de 1h posterior a la exposicion registr6 la mayor concentracién de estos
compuestos, la cual fue mayor significativamente (p<0.05) con respecto a los otros tratamientos
No hubo diferencias significativas entre los frutos de tomate inoculados con Alternaria alternata
y los testigos en los distintos tiempos evaluados (p>0.05). Un estudio similar reportd
concentraciones mayores en el contenido de fenoles totales en frutos de tomate inoculados con
Fusarium oxysporum y tratados con un bio-elicitor en comparacion con el testigo reduciendo asi
la infeccidn causada por F. oxysporum (Troncoso-Rojas et al., 2013). Wang et al. (2021) demostrd
que los fenoles totales aumentaron en la fruta de mandarina tratada con un bio-elicitor e inoculadas
con Meyerpzyma guilliermondii con respecto al testigo. En otra investigacion reportada por Orzali
et al. (2014), demostraron que al aplicar quitosano e inocular con Fusarium graminearum se indujo
un incremento en el contenido de fenoles totales en comparacién con el testigo (p<0.05),

induciendo asi una mayor capacidad defensiva en la plantula.
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Figura 8. Contenido de fenoles totales en frutos de tomate expuestos a distintas a concentraciones de
oligdmeros de quitina fungica [50 pg/mL (F1+INO), y 100 pg/mL (F2+INO)], e inoculados con A. alternata
en relacion al tiempo posterior a la exposicion. Las literales muestran diferencias significativas (p<0.05)
n=4.

El aumento de compuestos fendlicos por efecto de los oligobmeros de quitina coincide con lo

reportado por Sdnchez-Estrada et al. (2009) quienes probaron que al aplicar en frutos de mel6n un
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bio-elicitor formulado con Fusarium oxysporum, se indujo un aumento en los compuestos fendlicos
reduciendo el indice de enfermedad causada por Fusarium. Por otro lado, Ruelas et al. (2006)
reportd que los acidos fenolicos aumentaron en el epicarpio del fruto de tomate como mecanismo
de defensa frente al ataque por Alternaria alternata. Asi mismo, se ha demostrado que los
compuestos fendlicos como metabolitos secundarios tienen la capacidad de exhibir propiedades
antimicrobianas y antifungicas para evitar la propagacion de la infeccion, siendo importantes en la
relacién fruto-patégeno (Kumar et al., 2020).

La principal funcion de los acidos fendlicos es el mecanismo de defensa en las plantas frente a
factores bidticos y abidticos, teniendo importancia fisiol6gica, ya que contienen propiedades como
antimicrobianas y antioxidantes que se van desarrollando durante el crecimiento de las plantas (Lu
et al., 2015; Cervillaet al., 2012).

Diversos investigadores han propuesto que la accidén antimicrobiana que brinda los compuestos
fendlicos podrian tener la capacidad de penetrar las membranas microbianas y alterar las
propiedades funcionales de la célula, también tienen la capacidad de desnaturalizar a las enzimas
responsables del principio de la germinacion de esporas (Rodriguez-Sauceda, 2011; Colcha-Lépez,
2021).

6.2.3. Contenido de Flavonoides en Tomate en Respuesta a los Oligdmeros de Quitina

Los resultados del efecto de los oligdbmeros de quitina fangica en el contenido de flavonoides en
frutos de tomate, se muestran en el cuadro 8. Se puede apreciar que hubo diferencias significativas
entre tratamientos. Los frutos testigo presentaron un contenido basal de 1.98 mg QE/qg p.s., valor
que fue menor significativamente con respecto a los otros tratamientos (p>0.05). La aplicacién de
100 pg/mL de oligbmeros de quitina indujeron un aumento significativo en los frutos de tomate
tratamiento F2+INO, observandose un incremento en el contenido de flavonoides de 1.21 veces
con respecto al testigo. Los datos del contenido mayor de flavonoides correlacionan con la mayor
cantidad de fenoles en el caso del tratamiento F2+INO. No se observaron diferencias significativas

entre el testigo, tratamiento inoculado y F1+INO.
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Cuadro 8. Contenido de flavonoides en frutos de tomate expuestos a oligdmeros de quitina fangica
e inoculados con Alternaria alternata.

Contenido de flavonoides

Tratamiento* (mg QE/g ps.)
Testigo 1.98 +0.12b
Inoculado 2.10 £ 0.09b
F1+INO 2.09 + 0.09b
F2+INO 2.40 +£0.082

*Tratamientos: Testigo: frutos sin ningln tratamiento; Inoculados: frutos inoculados con A. alternata;
F1+INO: frutos aplicados con 50 ug/mL oligbmeros de quitina flngica e inoculados con A. alternata:
F2+INO: frutos aplicados con 100 pg/mL oligébmeros de quitina fangica e inoculados con A. alternata.
Las distintas literales indican diferencias significativas (p>0.05) n=24.

Los resultados del efecto de los oligomeros de quitina fangica con respecto al tiempo de exposicion,
en el contenido de flavonoides en frutos de tomate se presentan en la figura 9. Se puede observar
que hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). Al inicio del experimento, el
testigo presentd un contenido de flavonoides de 2.44 mg QE/g p.s., aungue no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05). Sin embargo, los frutos expuestos a la
mayor concentracién de los oligbmeros de quitina presentaron un incremento significativo al
tiempo de 1 h posterior al tratamiento. Este incremento fue mayor significativamente (p<0.05) con
respecto a los demas tratamientos. En general, no se observaron diferencias significativas entre los
frutos de tomate testigo, inoculados con Alternaria alternata, y los inoculados y expuestos a 50

ug/mL oligémeros de quitina (p=>0.05).
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Figura 9. Contenido de flavonoides en frutos de tomate expuestos a distintas a concentraciones de
oligbmeros de quitina fungica e inoculados con A. alternata. F1+INO: 50 pug/mL oligbmeros de quitina
fangica: F2+INO: 100 pug/mL oligébmeros de quitina fungica. Las columnas representan las medias y las
barras las desviaciones estandar. Las distintas literales muestran diferencias significativas (p<0.05) n=4.

Diversos estudios mencionan que los flavonoides son sintetizados por las plantas como respuesta
de defensa a lesiones fisicas, infecciones o estrés, almacenandose en sitios estratégicamente
importantes desempefando asi, una funcién de sefializacion y/o directa en la defensa (Treutter,
2006). Por otro lado, investigadores mencionan que los flavonoides exhiben diversas funciones
bioldgicas, entre ellos, efectos antifungicos, antivirales y antibacterianos (Yong-Sheng, 2019;
Cushnie y Lamb, 2015). Yan et al. (2021), aplicaron Trichoderma harzianum en plantas de tomate,
donde indujo altas concentraciones de flavonoides reduciendo las infecciones en la raiz causadas
por nematodos.

En un estudio reportado por Rodriguez-Maturino et al., (2015), evaluaron el efecto antifungico de
los flavonoides del chiltepin sobre el crecimiento de A. alternata y F. oxysporum, observandose
una reduccion significativa en la germinacion de conidios de estos hongos. Chen et al., (2018)
reportaron un incremento en el contenido de flavonoides en frutos de durazno, 24 horas después de
la aplicacion de oligosacaridos de quitosano (5 g/L). Por su parte, Lu et al. (2019), aplicaron
dextrano como bio-elicitor en frutos de tomate contra la infeccion por Botrytis cinerea y se obtuvo
un aumento significativo de flavonoides totales en el tejido del pericarpio, por lo que la biosintesis
de los flavonoides se indujo en respuesta a la aplicacion del dextrano en el fruto del tomate. Por lo

50



tanto, estos compuestos juegan un papel importante en la resistencia poscosecha de frutas y
hortalizas, que debido a altas concentraciones pueden producir una baja incidencia de infecciones
patogenas (Lattanzio, 2003). En base a los estudios anteriores, es evidente que los flavonoides
como metabolitos secundarios participan en el mecanismo de defensa tanto en plantas como en

frutos, reduciendo las infecciones causadas por patdgenos.

6.2.4. Cambios en el Perfil de Acidos Fendlicos en Tomate en Respuesta a los Oligémeros de

Quitina

En la figura 10 se presenta el cromatograma correspondiente a los estandares comerciales de los
acidos fenolicos utilizados en el presente estudio. Se obtuvieron picos bien separados y muy bien
definidos, los cuales fueron identificados como acidos: galico, hidroxibenzoico, clorogénico,

vanilico, caféico, p-cumarico, y ferulico.

5 10 15

Figura 10. Cromatograma de los estandares comerciales de acidos fendlicos analizados por HPLC. (1)
Acido Galico, (2) Acido p-Hidroxibenzoico, (3) Acido Clorogénico, (4) Acido Vanilico, (5) Acido Cafeico,
(6) Acido p-Cumarico, y (7) Acido Ferdlico.
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En el cuadro 9, se presentan los tiempos de retencion y los coeficientes de regresion obtenidos para
cada uno de los &cidos fendlicos analizados en el presente estudio. Los tiempos de retencion
obtenidos fueron diferentes a los reportados por Ruelas-Villasefior (2004) quien analizo el perfil
de los acidos fendlicos en frutos de tomate como respuesta a la infeccion provocada por A.
alternata. Estas diferencias pueden deberse a que las condiciones cromatografias no fueron las
mismas que las del presente estudio, ya que dicho autor utilizé una gradiente de elucion con una
fase maovil de metanol/acetato de amonio pH 5.4 y una columna Phenomenex PLRP-S de 5 um

tamano de particula (150 x 4.6 mm diametro interno) y una precolumna C-18.

Cuadro 9. Tiempos de retencion (tr) y coeficientes de regresion (R?) de estandares comerciales
de &cidos fenolicos.

No de Pico Estandar (nt1iRn) (rtnFier11) R?
1 Acido Galico 2.67 5.39 0.9910
2 Acido p-Hidroxibenzoico 6.25 28.02 0.9997
3 Acido Clorogénico 6.99 8.14 0.9999
4 Acido Vanilico 8.03 11.77 0.9990
5 Acido Caféico 8.37 15.50 0.9998
6 Acido p-cumarico 13.03 26.23 0.9998
7 Acido Ferulico 14.79 22.28 0.9999

t R=tiempo de retencién obtenido por Ruelas-Villasefior (2004).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la variable del contenido de fenoles totales previamente
descrita en la seccion 6.2.2, se selecciond el tiempo de 1 h posterior al tratamiento para el anélisis
de los acidos fenolicos, ya que a este tiempo se observaron los cambios mas significativos.

Los resultados de los analisis cromatogréaficos realizados tanto en los frutos testigo (Figura 11),
como en los frutos de tomate expuestos a 100 pg/mL de oligomeros de quitina e inoculados con A.
alternata al tiempo de 1 h (F2+INO, Figura 12), mostraron la presencia de varios picos bien
definidos; tres de los cuales fueron identificados en base a sus tiempos de retencidn con respecto a
los de los estandares, como: acido galico, p- hidroxibenzdico y p-cumarico. La concentracion de

los &cidos fendlicos en los frutos testigo y los del tratamiento F2+INO fue similar, por lo que la
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aplicacion de los oligomeros de quitina no tuvo efecto en esos acidos fenolicos en el fruto de
tomate. Se ha mencionado que la presencia de ciertos acidos fendlicos depende de la variedad del
cultivo, condiciones ambientales, tipo de suelo y, por ultimo, el procedimiento de extraccion y las
condiciones cromatograficas de analisis de estos compuestos. En un estudio realizado, se
detectaron varios acidos fenolicos en tomate rosa de Barbastro cultivadas en tunel y al aire libre,
entre ellos se identificaron al &cido clorogénico, acido caféico, acido ferdlico y acido p-cumarico
en dos variedades de frutos de tomate: “Balastro y Montafia” (Sanvicente-Benedico, 2015).

Ruelas et al. (2006), analizo el perfil de los acidos fendlicos en el fruto de tomate inoculados con
A. alternata en donde los resultados indicaron la presencia de los acidos vanilico, caféico y
clorogénico. Por otro lado, en una investigacion realizada por Dumas et al. (2003), identificaron la
presencia de acidos fendlicos en diversas variedades comerciales de tomate producidos en Espafia,

en los que destacaron la presencia de los acidos: clorogénico, ferulico, y p-cumarico.
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Figura 11. Cromatograma de los acidos fenolicos detectados en frutos de tomate Testigo, después de 1 h
de exposicion al tratamiento (1: Acido Galico, 2: Acido p-Hidroxibenzédico y 3: Acido p-Cumérico).
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Figura 12. Cromatograma de los acidos fendlicos detectados en frutos de tomate expuestos a 100 pg/mL
de oligémeros de quitina e inoculados con A. alternata, después de 1 h de exposicion al tratamiento F2+INO
(1: Acido gélico, 2: Acido p-Hidroxibenzdico y 3: Acido p-Cumérico).

El &cido fendlico identificado con mayor concentracién en el fruto expuesto al tratamiento F2+INO
e inoculado fue el &cido galico presentando una concentracion de 94.67 pg/g p.s. mientras que el
testigo mostrd una concentracion de 93.22 ug/g de peso seco, por lo tanto, no hubo diferencias
significativas entre el testigo y tratamiento (p>0.05). Se ha reportado que el acido géalico tiene
propiedades antiflngicas en el fruto del tomate contra Alternaria solani mostrando inhibicién en
el crecimiento micelial del hongo (EI-Nagar et al., 2020).Por otra parte, el acido fendlico de menor
concentracion para el mismo tratamiento fue el acido p-cumarico con una concentracion de 10.37
ug/g de p.s.; mientras que en el fruto testigo se obtuvo una concentracion de 0.60 pg/g p.s., por lo
que existe diferencias significativas entre el testigo y el tratamiento (p<0.05).

Pane et al. (2016) evaluaron la capacidad de los extractos de hojas de Capsicum annum para
controlar A. alternata en frutos de tomate cherry, en donde se detectaron los acidos fendlicos:
galico, clorogénico, p-cumarico, y feralico, siendo el acido galico el de mayor concentracién. Este
ultimo resultado coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio. Los acidos fendlicos
tienen la capacidad de alterar la funcionalidad de la membrana celular y causan pérdida del
contenido citoplasmatico (Nazzaro et al., 2013). Lo anterior, reafirma el potencial de los acidos
fenolicos en el uso del manejo de enfermedades fangicas postcosecha del tomate. Ali e Ismail
(2014), determinaron el efecto del 6xido nitrico aplicado al fruto del tomate en respuesta al estrés
causado por la salinidad, en donde la tension causada por la salinidad provoco la acumulacion y el

aumento de acidos fenolicos, entre ellos, el galico y el sindptico. Estos resultados confirman que el
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oOxido nitrico funciona como inductor para la biosintesis de metabolitos secundarios como los

acidos fendlicos y mejora la calidad del fruto de tomate. En otro estudio, Colak et al. (2014),

detectaron la presencia de acidos fendlicos en distintas variedades de tomate, en donde el acido

mas abundante fue acido galico, similar al presente estudio. Se ha encontrado en otros estudios,

que el &cido clorogénico es el &cido mas abundante en el fruto del tomate, sin embargo, como se

menciond anteriormente, el contenido y tipo de los acidos fendlicos varia dependiendo del

genotipo, asi como de los factores ambientales pre-cosecha, manejo post-cosecha, del método de

extraccion y las condiciones cromatograficas utilizadas en el analisis realizado.

6.2.5. Efecto de los Oligdbmeros de Quitina en el Perfil de Flavonoides en Tomate.

En la figura 13 se muestra el cronograma correspondiente a los estandares comerciales de

flavonoides utilizados en la presente investigacion. Se observan varios picos claramente separados

y definidos los cuales fueron identificados como rutina, kaempferol-3-O-rutindsido, kaempferol 7-

O-glucésido, naringenina 7-O-glucdésido, y naringenina.
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Figura 13. Cromatograma de los estandares comerciales de flavonoides analizados por HPLC. (1: Rutina,
2: Kaempferol-3-O-rutinésido, 3: Kaempferol 7-O-glucosido, 4: Naringenina 7-O-glucésido, y 5:

Naringenina).
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En el cuadro 10, se presentan los tiempos de retencién y los coeficientes de regresion obtenidos
para cada uno de los flavonoides analizados en el presente estudio.

Cuadro 10. Tiempos de retencion (tr) y coeficientes de regresion (R?) de los estandares de
flavonoides.

No de Pico Estandar tr R?
(min)
1 Rutina 9.916 0.9939
2 Kaempferol-3-O-rutindsido 10.898 0.9996
3 Kaempferol 7-O-glucésido 11.433 0.9996
4 Naringenina 7-O-glucoésido 11.641 0.9997
5 Naringenina 19.198 0.9993

Los resultados obtenidos de los analisis cromatogréaficos en flavonoides, realizados tanto en el fruto
de tomate testigo y en el fruto de tomate expuesto a 100 pg/mL de oligbmeros de quitina e
inoculados con A. alternata (F2+INO) al tiempo de 1 h, mostraron la presencia de: rutina,
kaempferol-3-O-rutindsido y naringenina (Figuras 14 y 15). Al comparar los dos cromatogramas
es claro que el contenido de los flavonoides identificados en los frutos testigo y los inoculados que
se les aplicd oligdbmeros de quitina fueron diferentes significativamente (p<0.05). Se observo que
la aplicacion de 100 pg/mL de oligdmeros de quitina de A. alternata indujo un aumento en la
sintesis del flavonoide rutina. Los frutos con este tratamiento presentaron un contenido de rutina
1.95 veces mas que el testigo. Un comportamiento similar se observo en el flavonoide kaempferol-
3-O-rutinosido, cuya sintesis se indujo por la aplicacion del tratamiento F2+INO. Su contenido fue
5.40 més que el testigo. Caso contrario ocurrié con el flavonoide naringenina, cuyo contenido fue
mayor en el testigo que en los frutos tratados con F2+INO. Por lo tanto, la aplicaciéon de los
oligbmeros de quitina de A. alternata indujeron un aumento en la sintesis de los flavonoides rutina
y kaempferol-3-O-rutindsido en el fruto de tomate. Diversos autores han reportado que los
principales flavonoides encontrados en exocarpo de distintas variedades de tomate son quercertina,
kaempferol, naringenina y rutina (da Silva Souza et al., 2020; Dumas et al., 2002). Slimestad y
Verheul (2009), reportaron que la rutina es el principal flavonoide en tomates maduros en la
mayoria de los distintos cultivares que se han estudiado, asi como la presencia de otros flavonoides

en bajas concentraciones, entre los que destacan naringenina y kaempferol 3-rutinésido, lo cual
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coincide con los resultados del presente estudio. Ademas, dichos autores reportaron que la
variacion de estos compuestos puede depender de la especie del fruto, la etapa de madurez,
condiciones climéticas pre-cosecha, manejo post-cosecha, las condiciones de manipulacién y el
almacenamiento del fruto.
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Figura 14. Cromatograma de los flavonoides detectados en frutos de tomate Testigo, después de 1 h
posterior a los tratamientos (1: Rutina, 2: Kaempferol-3-O-rutinésido y 3: Naringenina).
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Figura 15. Cromatograma de los flavonoides detectados en frutos de tomate expuestos a 100 pg/mL de
oligdmeros de quitina e inoculados con A. alternata (F2+INO), después de 1 h de exposicion al
tratamiento (1: Rutina, 2: Kaempferol-3-O-rutindsido y 3: Naringenina).
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El flavonoide identificado con mayor concentracion en el fruto expuesto al tratamiento F2+INO al
tiempo de 1 h posterior al tratamiento, fue kaempferol-3-O-rutin6sido presentando una
concentracion de 14.02 pg/g p.s., mientras que el testigo presenté un contenido de 2.59 ug/g p.s.,
(p<0.05). Por otra parte, el de menor concentracion fue rutina presentando un valor de 1.92 pg/g
p.s., y en el testigo se registrdé una concentracion de 0.98 pg/g p.s. (p<0.05). Los flavonoides
naringenina 7-O-glucdésido y kaempferol 7-O-glucosido, no se detectaron. Se ha reportado que la
mayoria del contenido de flavonoides se concentra en las partes externas de los tejidos del fruto
durante su desarrollo, esto debido a que la formacion de glicésidos del flavonol requiere la luz, por
lo cual estos compuestos se encuentran principalmente en la céscara del fruto. Asi mismo, su

concentracion depende de los factores reportados anteriormente.

6.2.6. Control de la Pudricién Negra en Frutos de Tomate Infectados con A. alternata,
Mediante Oligémeros de Quitina

En la figura 16, se puede observar el efecto de los oligomeros de quitina sobre el desarrollo de A.
alternata en frutos de tomate durante el almacenamiento a 20 °C expresado en porcentaje de indice
de dafio. Los frutos presentaron manchas negras, secas, particularmente cercanas a la zona
peduncular, sintomatologia tipica reportada para A. alternata (Troncoso-Rojas y Tiznado-
Hernandez, 2014). Los frutos inoculados con el hongo presentaron los primeros sintomas de la
infeccion a las 24 horas posteriores a la inoculacion. Estos resultados son similares a lo reportado
por Encinas-Basurto et al. (2017) quienes demostraron que las primeras lesiones aparecieron a
partir del tercer dia posterior a la inoculacion. Esta similitud puede deberse a que en ambos estudios
se utilizd una cepa de A. alternata proveniente del mismo cepario. Sin embargo, el hecho de que
los dafios se hayan desarrollado tan rapido puede deberse a que los tomates del presente estudio
pudieron presentar un estado de madurez méas avanzado que el que presentaron los frutos evaluados

por Encinas-Basurto et al. (2017).
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Figura 16. Efecto de los oligdmeros de quitina de Alternaria alternata sobre el indice de dafios
causados por el hongo en frutos de tomate durante 10 dias de almacenamiento. INO: frutos
inoculados con A. alternata; F1+INO: frutos aplicados con 50 pg/mL de oligémeros de quitina e
inoculados con el hongo; F2+INO: frutos aplicados con 100 pug/mL de oligbmeros de quitina e
inoculados con el hongo. Los datos representan las medias y las barras el error estandar. Las
distintas literales muestran diferencias significativas (p<0.05) n=4.

En el tratamiento F1+INO, se observo un ligero crecimiento del hongo a los dos dias posterior a la
inoculacion; mientras que en el tratamiento F2+INO, se manifestaron los dafios a partir del tercer
dia'y mostro un indice de dafio del 10% durante 5 dias. Esto sugiere que la aplicacion de 100 pg/mL
de oligbmeros de quitina, evito el inicio del desarrollo de la pudricion por 2 dias. Al final del
almacenamiento, el tratamiento Inoculado mostré el porcentaje de dafios mas alto (p<0.05) con
valores en indice de dafio de 100%; mientras que F2+INO obtuvo un ID de 30% siendo este el mas
bajo significativamente, con respecto a los otros tratamientos. Estos resultados indican que la
aplicacion de 100 pg/mL de oligbmeros de quitina redujo el desarrollo de la infeccidn causada por
A. alternata en un 70% en frutos de tomate.

Troncoso-Rojas et al. (2013), realizaron un estudio en el que aplicaron un bioelicitor flngico a
frutos de tomate y observaron un retraso en el inicio de la infeccion causada por Fusarium
oxysporum por 3 dias, lo cual coincide con lo observado en el presente estudio. Asimismo, Valle-
Sotelo (2019) reportaron que la aplicacion de 300 pg/mL de fragmentos de quitina de A. alternata,

redujo en un 78% el desarrollo de la pudricion negra en frutos de tomate inoculados previamente
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con A. alternata. Sun et al. (2018) aplicaron 0.1% de quitina fungica a frutos de tomate inoculados
con Botrytis cinerea y no observaron diferencia significativa en la incidencia de la infeccion
causada por el patdgeno con respecto al testigo. No obstante, al aumentar la concentracion de
quitina a 0.5% hubo una disminucion del 28% al segundo dia, porcentaje menor al observado en el
presente estudio. De acuerdo a lo mencionado, es posible que la aplicacion de la quitina de origen
fangico con un bajo grado de polimerizacion obtenida en el presente estudio, tuvo un mayor efecto
en el control de la pudricion negra, debido a que al ser reconocida por receptores de membrana
indujo una mayor respuesta de resistencia frente a enfermedades patdgenas.

Es importante sefialar que la molécula de quitina no presenta actividad antifungica por si misma,
si no por medio de proteinas transmembranales del fruto, iniciando la ruta de sefializacion hacia el
nucleo aumentando la expresion de los genes que codifican para proteinas de defensa tales como
las relacionadas a la patogénesis, como fenilalanina amonio liasa.

Parra y Ramirez (2002) reportaron que al aplicar quitina en placas Petri con agar, no se detect6
inhibicion del crecimiento del hongo Rhizoctonia solani. El efecto antifingico de la quitina se debe
a que esta molécula induce el mecanismo de defensa de las plantas y frutos. Esta induccion ocurre
cuando los oligbmeros de quitina con elevado porcentaje de acetilacion y bajo grado de
polimerizacion (entre 5y 9 mondmeros) son reconocidos por receptores de membrana de las células
vegetales, provocando cambios en el pH, produccion de especies reactivas de oxigeno, aumento en
la sintesis de las moléculas de sefializacion como etileno, acido jasmonico, y acido salicilico, en la
fosforilacion de las MAP cinasas, un aumento en el nivel de actividad enzimética de enzimas
relacionadas a la patogénesis (quitinasa, glucanasa, defensinas, entre otras), y un aumento en la
produccion de metabolitos secundarios como las fitoalexinas (Abdul et al., 2020; Henry et al.,
2021). Los resultados de la presente investigacion, indican que la inhibicion del desarrollo de la
pudricion causada por A. alternata en frutos de tomate, se debe en parte a la induccion del
metabolismo de los fenilpropanoides en respuesta a la aplicacién de los oligomeros de quitina
fangica; sin embargo, es posible que también se indujo la estimulacion de otros eventos que

contribuyeron a la proteccion del fruto contra el ataque de A. alternata.
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7. CONCLUSIONES

Los oligdbmeros de quitina fungica aislados a partir de Alternaria alternata con un peso
molecular de < 1kDa, 76% de acetilacién y grado de polimerizacion estimado de <5, tuvieron un
efecto positivo en el metabolismo de los fenilpropanoides aumentando el contenido de los fenoles
totales y flavonoides, particularmente en el contenido de los flavonoides rutina, kaempferol-3-O-
rutinosido y naringenina. Asimismo, los oligémeros de quitina mostraron actividad antifingica al
reducir un 70% el desarrollo de la infeccidn provocada por A. alternata en frutos de tomate tipo

bola.
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8. RECOMENDACIONES

Los oligomeros de quitina de Alternaria alternata, presentaron buena capacidad elicitora
al inducir el mecanismo de defensa en los frutos de tomate; sin embargo, seria importante
purificarlos eliminando la mayor cantidad de glucanos y determinar si los oligobmeros en
forma pura presentan mayor capacidad elicitora.

Se sugiere optimizar el proceso de extraccion de quitina flngica para lograr un mayor
rendimiento.

Se sugiere analizar la actividad enzimética de la chalcona sintasa, ya que es la enzima
precursora de los flavonoides.

Se sugiere analizar los acidos fendlicos y flavonoides detectados por HPLC y que no se

lograron identificar.
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