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ante Dios y juraron amar, amar y amar hasta la ultima gota y en todas partes hasta
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Los Amanles de Lola (1881).
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RESUMEN

En tomate existen varias dificutades en su manejo poscosecha entre los

que destacan los dafios causados por patdgenos; sobresaliendo entre estos, el hongo Altemaria
altemata (pudricion negra). Las plantas responden a la invasion por patdgenos realizando cambios
en su metabolismo, para sintetizar una variedad de compuestos implicados en los mecanismos de
defensa. Entre estos compuestos se encuentran los acidos fendlicos, que han sido reconocidos
como potentes inhibidores de hongos en plantas bajo condiciones de laboratorio. El objetivo del
presente trabajo fue analizar el perfil y el contenido de acidos fendlicos en frutos de tomate como
respuesta a la infeccion causada por A. altemata. Se utilizaron tomates rojos maduros cv, "Pinto”,
inoculados con una solucidn de A. altemata (4.32 x108 esporas/mL) y se almacenaron durante 10
dias a 25°C. Se separo y liofiliz6 el epicarpio y mesocarpio de los frutos. Se identificaron y
cuantificaron los &cidos fendlicos mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Se evalud la
actividad antimicética in vitro de los &cidos fendlicos identificados en epicarpio y mesocarpio de
tomate a concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 500mM tanto de forma individual como combinada
sobre la germinacion de esporas de A. altenata. Los resuftados obtenidos indican la presencia de
acido vanillico, caféico y clorogénico tanto en epicarpio como en mesocarpio (sano e infectado) de
frutos de tomate. Asimismo, el contenido de &cidos fendlicos libres fue mayor en el hepicarpio
infectado que en el hepicarpio sano (P<0.05); mientras que entre el mesocarpio sano e infectado no
hubo diferencias significativas (P>0.05). Los extractos de epicarpio y mesocarpio fueron los que
presentaron los porcentajes de inhibicion de esporas ariba del 90%, con respecto a los 4cidos
fendlicos comerciales (P<0.05). Individualmente los &cidos vanillico, clorogénico y caféico inhibieron
la germinacion por abajo del 86%. Siendo el &cido vanillico el que presentd los menores
porcentajes de inhibicion de esporas (P<0.05); no se encontraron diferencias significativas entre el
porcentaje de inhibicion del acido clorogénico y cafeico (P>0.05). Sin embargo, al mezclar los tres
acidos fendlicos, se observo un efecto sinergista en su actividad antimicdtica, al presentar una
efectividad mayor (85%-90%) con respecto a los cidos fenolicos evaluados en forma individual
(P<0.05). Los resultados presentados en este trabajo, sugieren que ciertos &cidos fendlicos libres
participan de una manera activa en el mecanismo de defensa de frutos de tomate, hacia hongos
como A. altemata.
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INTRODUCCION

El tomate como {a mayorfa de los frutos, presenta un contenido elevado de
agua (94-85%) que lo hace allamente perecedero (Jones et al, 1883). kn al
lomate existen varios problemas de manejo posteosecha enlre 105 que destacan
s dafios causados por fitopatogenos, siendo fos hongos los principales agentes
causantes de deterioro. Entre log principales hongos gue alectan este fruto, se
encuentran; Alfernaria sp. (pudricion negra), Bolrytis sp. {moho gris) y Phytaphtora
sp. (Sustow y Cantwell, 2000), Las infecciones por hongos pueden ocurrir durante
fa cosacha, manejo, almacenamiento, transporte y mercaden, o despugs de que el
consumidor ha comprado e producto (Baez-Safiude ef al, 1998). Cuando un
hongo filopatégeno entra en contactn con algln drgano de una planta, se requiare
de un conjunio de faclores favorables, como humedad, temperatura, fuz y
patogenicidad del mismo para penetrar ¢ infectar el tejido. Sin embargo,
diferencia de o que ocurre en frdos madures, en algunos frutos jovenes la
enfermedad no se desarrolia, debido a la presencia de sustancias 1oxicas para e
hongo, impidizndo su germinacion y crecimiento (Umafa-Rojas, 1998),

Las plamas responden a ta invasion por filtopatogenos realizando cambios
an s metabolismo, para sintetizar una varedad de compueslos implicados en el
mecanismo de defensa contra microorganismos patogenos (Matern y Kneusel,
1988 Dixon, 2001). Entre estos compuesios se encuentran los acidos fendlicos
gue son uno de los principales metabolilos asociados con la resistencia contra
microprganismos patdgenos (Kosuge, 1969, Vidhyasekaran, 1997). Los acidos
fendlicos se han reconocido como poterntas inhibidores de hongos en piantas bajo
condiciones de laboratorio (DeWil y Kodde, 1981, Brindle el al, 18383, Adesanya
at al., 1986; Southerton vy Deverall, 1990; Cahill y McComb, 1982). Sin embargo,
s conoce MUy poco sobre el contenido de fos acidos fenclicos en frutos de
tomate y si el tipo y contenido de éslos se modifica como respuesta al ataque de
hongos fitopatdgenos. Por lo que, en el presente rabajo se evaluaron los cambios
en b perfit y en al contenido de Acidos fendlicos en frutos de tomate como

respuesia a la infeccion causada por Alternaria afternala,



ANTECEDENTES

Importangia Econdmica y Manejo Poscosecha del Tomate

Fl tomate es uno de los productos horicolas mexicanos mas imporantes
(Chauvel y Massisu, 2001). La actividad horofruticola nacionat genera 120,000
empleos, de los cuales 970 mil son directos (almécigos, preparacion de terrenas,
siembra, aplicacion de agroquimicos, recoleccldn, seleccion y empague) y 250 mil
gon indirectos  (distribucion, transportacion, semillas, material de empague,
agroquimicos y comerclallzacion), E} cultivo de esta hortaliza ¢ un negocio de alta
rentabilidad v es sumamente especulativo, si se combinan altos rendimientos con
buenos precios en la temporada (Agroenlinga, 2001). La produccion, voluren vy
valor de las exportaciones en ¢ periodo de 19912003 se presentan en
el cuadro 1.

Uno de los aspecios mas importantes en cuanto a la derrama econdmica
que genera este cultivo, es el uso intensivo de mano de obra que comtribuye en
huena medida al ingreso de las familias jornaleras. De esta manera se estima que
para la produccion de 76 000 has. de fomate se emplean atrededor de 172 mil
jornaleros (Agroenlinea, 2001).

lLas tecriologlas para @ manejo poscosecha son imprescindibles para
mantener la cafidad y propiedades nutrimentales con que se cosechan frutas y
horalizas. E delerioro da frulas v horlalizas en la etaps poscosecha &8 un grave
problema que ocasiona cuantosas pérdidas a productores, comerciantes y
consumidores (Aragon, 1991).

£l tomate se cosechs y se deposita en cajas y/o cubetas de plastico que
son de facil manejo, para después ser vaciados a contenedores de 500-5,000 Kg
donde ocurren grandes pérdidas debido principaimente al golpeteo entre 1os
frufos, De agui son flevados a la empacadora donde se jes realiza un lavado con
agua clorinada (150-175 ppm); se da un rocio con agua y son limpiados con
cepiltos blandos, descartdndose agquellos tomates dafiados y sobremaduros

{Bhez-Safiudo, 1998},



de tomate rojo en @l periodo1881-2003,

Cuadro 1.- Produccion, volumen y valor de las exporlaciones

~ARo

1991
19492
1993
1984
1995
1996
1997
1948
1994

2001
2002
2003

Produccién
(toneladas) (miles de toneladas)  (millones de ddlares)

1 860 350
1413 285
1692 651
1 368 291
1935470
1 848 080
1875 697
2138 828
2 385 535
2136 617
2284 145
1 980 900
2148 130

Volumen

302 157
423 322
219 261
487 662
717 276
764 299
687 637
7h8 128
670 202
6896 a7
724 016
1182 655

425 381
261 774
166 895
394 974
394 563
685 611
H30 8560
£23 405
638 145
ha1 635
466 198
562 200

Fuente: Agroenlinea, (2001), FAQ, (2004),

802 000

Valor |



Los tomates son clasificados por tamafio y color, colocados en cajas de
carton para el marcado Internacional y en cajas de madera para el mercado
nacional. Se almacenan a temperaturas entre 5-12°C con 84-80% de humedad
relativa para su posterior distribucion, Sin embargo, se debe de 1ener culdado de
no bajar fa temperalura por debajo de los §°C debido a que los frutos presentan
dafio por frio. Este desorden en los frilos de tomate se manifiesta como zonas
acuosas, hendiduras, manchas, pardeamientos, inhibicidon o retraso en a
maduracion, decoloracion interna, senescencia acelerada, produccion de etileno y
cambios en el sabor (Baez-Safiudo, 1998, Krarup, 2001). Se ha reportado que
fomates en estado verde maduro almacenados a 12°C con 10% de oxigenc
alcanzan una vida de anaquet de 67 dias (Hobson y Davies, 1971); mientras que
frutos rojos maduros aicanzan una vida de anaque! de 1 a 3 semanas a 10°C
(Wilts ef af,, 1988),

Enfermedades Micoticas Poscosecha del Tomate

l.as enfermedades en frutas v hortalizas provocadas por microorganismos
son una causa imporanie de pérdidas poscosecha dapendiendo de la estacion,
region y praclicas de manejo. Se estima que estas pérdidas pueden Hegar hasta el
50% de la cosecha (Aragon, 1991, Suslow y Cantwell, 2000), Las principales
juentes de contaminacitn de frutas vy hortalizas son: recipientes ulilizados para la
recoleccion, agua wllizada para preenfriamisnty y limpieza, la atmostera det centro
de acopio, cepillos y bandas transporiadoras del producto a traves de su empaqgue
6 cualguier tipo de dafio mecanico que pueda favorecer su contaminacion
(Umafia-Rojas, 1998). Esto permile el desarrollo de lesiones y pudriciones en ia
superficie del tomate ocasionadas pricipalmente por hongos filopatogenos como
Allernaria alfernata {pudricidn negra), Bolrylis sp, (pudricidon par moho gris),
Phytophiora sp., Geolrichum sp. {pudricion acida) vy Rhizopus sp. (pudricion

algodonosa) (Snowdon, 19909,



Desarrollo de enfermedades micoticas

Los hongos fitopatdgenos tienen (g particularidad de esporutar sobre tallos,
hojas v pares florales senescentes, siondo llevadas a partes florares y frutos por
la accion det viento y Huvias (Umafia-Rojas, 1998), Los hongos han desarrollado
diversas estrategias de invasion para penetrar las distintas barreras que las hojas,
tallos y raices les han puesto, exhibiendo asi, diferentes grados de especializacion
(Knogge, 1996), Por ejemplo, hifas del hongo Cladosporium fulvun incrementan
an didmetro inmediataments después de pasar a fraves de un estoma. Mongos
vasculares como  Fusarium  oxysporum y  Rhizoctonia  solani desarrollan vy
acumulan hifas primeramente antes de intentar penetrar a la celula de la planta
(Mendgen ef al., 1986).

Durante el proceso de infeccidn ocurre primeramenta una adhesion de las
esporas a la culicula de los frutos mediante inferacciones hidrofébicas, seguida
por fa secrecion de una peliowa gue protege a la espora y su wbo germinativo
(Carver @ &/, 1995), 5i las condiciones son prapicias, el tubo germinativo y 1a hifa
ge hinchan mediante la adicion de glicoproteinas y polisacaridos (quitina, glucanos
y metaning) a su pared celular formando un apresorio vy asi perforar la cuticula del
fruto inmadure (Knogge, 1996). La infeccion queda en eslado latente debldo a
elevados niveles de compuestos anlifingicos presentes en el hospedero v se
acliva cuando estos compuestos bajan en concentracion (Vidhyasekaran, 1997).

Otra forma de penetracion de los hongos &5 por 1a secrecion de enzimas
como fas cutinasas que degradan la capa mas exlterna del fruto v ptras enzimas
como celulasas, peclinasas, hemicelulasas y proteasas. (Mendgen et al, 199G
Vidhyasekaran, 19897). Pascholati ef al. (1983), reportaron que Colletotrichum
graminicola poses en la matriz extracelutar de sus conidias distintas enzimas
como cutinagas vy esterasas las cuales se ha demostrado que le ayudan a

adherirse y degradar la culloula de las hojas (Deissing ef al,, 1892).



Asl mismo, conidlas de Erysiphe graminis (agente causal de pudricion en
cebada) fiberan un Hquido el cual contiene cutinasas, que como 8@ Menciono
anteriormeante, le ayudan a deteriorar Ja pared celular de la planta y asi facilitar la
panetracion (Kunoh et al,, 1890).

Por otra parle, existe otro tipo de hongos que penetran los lejidos a raves
de fuerza mecdanica (presion), Tal es el caso de Magnaporie grisea Y
Collefotrichum sp. los cuales incorporan a la pared de sus apresorios, una capa de
melanina para generar una presion mas fuerle gue le permita penetrar la cuticula
del hospedero. En apresorios de M. grisea se ha logrado medir una presion de 8.0
MPs (Howard ef al, 1991). En el caso de Collefotrichum glogosporioidas y
Colletotrichum  musae, agentes causales de deferioro en productos horicolas
como tomate, aguacate, mango, papaya, platano, entre otros, utilizan como sefal
la hormona etileno para germinar y ramificarse a través del lejido (Flaishman y
Kolattukudy, 1984),

Se ha visto que A, allermala posee ambos mecanismos de penetracion, ya
gue posee las enzimas necesarias para degradar las paredes celulares de plantas
y frutos, y también produce la formacion de apresorios para alravesar las cuticulas

madiante fuerza mecanica (Rotem, 1928},
Taxonomia de Alternaria alternata

=l hongo Alternaria alternata puede ser encontrado en un ampiio rango de
materiales v productos, Como especies saprofitas puedenh deteriorar alimentos ‘3,;
forrajes produciendo micotoxinas. Asimismo, pueden reducir el rendimiento de
cosachas y afectar diferentes productos hortlcolas duranie su almacenamienio
{Andersen, 2001).

A alternata es la especie mas saprofila del género. Sus conidias se
desarrollan en forma de cadenas largas y sus seplasg pueden crecer tanto

longitudinal como transversalmente (Pitt y Hocking, 1988), Produce cadenas de 10



o mas conidios muy ramificadas a partir de conididforos corlos, la ramificacion de
los conidios surge de conididforos secundarios dasde celulas conidiales hasales o
apicales (Andersen, 2001).

Su crecimianto optimo as de 25 a 28°C, sin embargo, se ha reportado que
el hongo crecio a temperaturas minimas de -5 a 6.5°C y maximas de 36°C. A.
alternata puede crecer en un amplio rango de pH (2.7-8.0), siendo su pH Sptimo
entre 4 v 5.4, La temperatura 6ptima de esporufacidn es de 27°C pero es inhibida
por debajo de 15°C o arriba de 33°C, La actividad de agua minima para su
desarrollo es 0.88 y la dplima casi 1.00. Su desarrollo se ve reducidoe a la mitad en
una almosfera con mas de 15% de COy o con menos de 2.8% de Oy (Hasija,
1970, Pitt y Hocking, 1958),

Su crecimiento en agar papa dextrosa al principio es de color blanco como
algoddn, pero se vuelve de un color verde olivo oscuro con un borde blanco dentro
de las primeras 48 horas, Después, la colonia se extiende por loda la placa, con
una esporutacion abundante volviendase de un color casi negro. Sus conididforos
son de color verde olivo a cald v septado. Las conldias son de un color olivo claro
0 café pscure, usualmenie con tres o cinco seplas (Figura 1) {Jones el /., 1893).

Este hongo es capaz de producir distintas toxinas como el acido tenuazoico,
alternariol monometil ster, allenuena, altertoxinag b y Il las cuales han sido
enconfradas en {fomales, manzanas (Ozcelic ef al,1890), naranjas, limones
(Btinson, 1981) v cebada (Sanchis ef &/.,1993). Ya sea como A. alternata o A,
fenius ha sido reportado como al principal fitopatdgeno en frutes de tomate (Jones
ef al,1993; Pilt y Mocking, 1989), También ha sido reportado en berenjenas y
pimigntos, (Snowdon, 1990), manzanas y platanos almacenados en atmosferas
madificadas (Wade et al., 1993); Ademas es capaz de infectar vegetales frescos

comao coliflor, pepino, melones, chicharos y papas (Shnowdon, 1980).
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Figura 1. Esporas de Alternaria affernata y su crecimiento en agar papa dextrosa,



Pudricion negra

La pudricion negra es causads por el hongo A. alfernata due 5 muy COMIUN
encontrarlo en aire y suelo, donde puede sobrevivir por lo menos 13 meses en los
residuos de lomates Infectados (Figura 2). La temperatura Oplima para el
desarrolio de este hongo es aproximadamente 28°C, sin embargo puede crecer a
lemperaturas frias (7 y 10°C), las cuales son recomendadas para el
almacenamianto de tomates maduros (Snowdon, 1880).

El proceso de infeccion comienza cuando las esporas son llevadas por el
viento hacia frulos sanos o cuando los frutos tienen contacto con el suslo
infestado. La pudricion puede empezar mediante heridas causadas por insectos, al
termino de la floracion, por debilitamiento det tejido, después de lluvias o una
sobre irrigacian (Jones el al, 1993) 6 par cualguler tipp de dafio mecanico que
sufra el fruto durante su manejo (Umatia-Rojas, 1998),

Esta  enfermedad se caracleriza  por  manifestarse  an  tomates
completaments maduros o "estresados”. El estrés se dabe a cambios bruscos de
femperaiura durante el tiempo de cosecha v cuando estan expuestos directamente
a la luz del sot (Jones ef al,, 1993),

Las lesiones comienzan como zonas hundidas o areas aplanadas y algunas
veces con apariencia acuosa, Tiene margenes definidos extendiendose hacia el
centro de los frutos, Fl exterior de las dreas infectadas son de color cafe oscuro o
negro, mientras que dentro de las cavidades del tejido son de color [rHs Oscuro o
negro (Goulg, 1981},

Cuando los frutos son almacenados bajo condiciones de humedad alta, las
lasiohaes se vuelven densas de un color gris oscuro, verde olivo o negro indicando
la presencia de conididforos y esporas (Jones et al, 1983). La mayoria de las
laslones s¢ encuentran alrededor de la cicalriz peduncular, aungue tambign se
pueden desarrollar en cuatquier parte del fro, dependiendo del tipo de dafio que

sufrio el fruto (Figura 3) (8nowdon, 1990).
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Figura 3. infeccion por Alternaria alfernata en frutos de tomate.
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Mecanismos de Defensa en Tejidos Vegetales en Respuesta al Atague por

Fitopatogenos

Las plantas se encuentran expuestas al ataque por bacterias, virus vy
hongos. Debido a esto, cada planta sintetiza una varedad de compuestos
aplimicrobianos gue matan al fitopatogeno o restringan su desarrollo intracelular
(Snyder y Nicholson, 1980). Estos compuestos son metabolitos secundarios que
provianen del metabolismo normal de la planta, pero que no son esenciales para
su funcionamiento, La mayorla de elios son derivados de Yenlipropanoides v de
otros caminos melabdlicos de acidos grasos o alcaloides (Vidhyasekaran, 1997
Dixon, 2001). Estos pueden estar presentes en suU forma acliva o ser aimacenados
coMmo precursores inactivos, los cuales seran convertidos a su forma activa por
medio de enzimas en respuesta al atague por fitopatdgenos u ofro tipo de estres
(Hammond-Kosack v Jones, 2000).

En general, casi todos los compuegstos antimicrobianos se encuentran en
vacuplas y otro lipo de organelos en plantas sanas. Sin embargo, la liberacion de
los compuestos antimicroblanos en nivel o tipo hacia un hongo fitopatdgeno varia
dependiendo del lipo de planta (hospedero), edad del cultive y condiciones
ambientales (Oshourn, 1986).

Después de gue los hongos penetran en las plantas, éstas activan su
segunda linea de defensa, produciendo suficientes cantidades de compuestos
para nhibir el proceso de infeccion (Matern v Kneusel, 1988} Esta produccian
comienza por una elevada sintesis de novo de las enzimas fenilalanina amaonio
imsa (PAL), agido cinamico 4-hidrolasa (GadH), 4-cumarato Coa ligasa (4CL),
chalcona sintasa (CHEY v chalcona isomerasa (CHIY v reguiers por lo menos de
seis a diez horas para alcanzar su maximo rango (Dixon, 1883; Collinge v
Slusarenkp, 1987).

Estos compuestos inhibitorios de microorganismos paldgenos constituyen
un o grupo  muy  heterogénen  de  sustancias, que  incluyen:  isoflavonoides
(Leguminosas), estibenos (Vitdcgas vy Leguminosas), cumarinas, fenoles
(Solanacens), dihidroxifenantrenos, sequisterpenos (Solanaceas), dierpenos y



poliacetilenos (Ebel 1986, Vidhyasekaran, 1897, Dixon, 2001). Sin embargo, una
misma planta puede tener diferentes lipos de fitoalexinas. Por ejemplo, en fomate
se han identificado poliacetilenos como el falcarindiol vy falcarinol, y el
sequisterpeno risilina (DeWit v Kodde, 1981) v varios compuestos fenolicos
mencionados previamente (Buta y Spaulding, 1997).

Snyder y Nicholson (1980), observaron la produccion de apigeninidina y
Lheoliniding, una clase de flavonas en plantulas de sorgo (Sorghum vulgare) en
respuesta a la infeccién por Colfefolrichum graminieola acumulandose en [as
célilas expuestas al atague del fitopatdégeno formando vesiculas de color rojo
pscuro, Estas migraron al sitio adjunto del apresorio, se unieron vy liberaron su
contenido en las células hospederas. En el caso de las dicoliledoneas se ha visto
que tas fitoalexinas son producides en células sanas, que despues son liberadas y
acumuladas en el tejide infectado (Brindle ef al, 1983; Ebel, 1486),

Diversos investigadores astudiaron la produccion de metabolitos de defensa
an cebolla (Allium cepal inocilada con distintag cepas de Bolrytis, encontrando la
produccitn de nuesve compuestos antimicdlicos llamados tsibulinas. Las tsibulina 1
y 2 no fueron detectadas en exiractos de tejido sano fresco, congelado o

1

deshielado. Pero al inocular los bulbios con Bolrytis alll y Botrytis cinerea (10° - 10’
conidia/ml.) s observo un incremento en la produccion de estos dos compuesios
(Dmitriey ef al, 1888, Dmitriev ef al., 1980). En la planta Cassia obstusifolia se
abservg un incremento en el contenido del flavoneide 2-(p-hidroxifenoxi)-5,7-
dihidroxycromona come respuasta a fa infeccion por Alternaria cassiae . Al aplicar
este flavonoide de manera i vitro a concentraciones de 0.3 mM se observd una
inhibicion del crecimiento de Allernaria cassiae (Sharon ef al., 1992},

En la década de los ochentas, Mahn ¢f al. (1985) obsarvaron gue an ralces
de frijot soya resistentes a Phylophthora megasperma f.sp. glycinea, se acumulaba
fa fitoplexina gliceolina después de dos horas de inoculacion, Mientras, que en
plantas susceptibles al fitopatégeno la acumulacion de gliceolina se daba después

de doce horas despues de inoculacion,

13



En otro estudio, Kramer ef al. (1984), evaluaron la aclividad antimicotica in
vitto de cuatro isoflavonas de frijol soya (Gybrgy-isoflavona, daidzelna, glicitetna y
formononetina) a diferentes concentraciones sobre el crecimientno micelial de
Apergillus ochraceus, Penicilfium digitatum y Fusarium cuimorun. Los aulores
observaron que la concentracion de 8 x 10 mol/L inhibié el crecimiento de A,
orhraceds, sin embargo, en los otros filopatdgenos se observa un estimulo en su
crecimento.

La presencia de compuestos fendlicos en las plantas o su sintesis en
respuesta a una infeccidn, ha sido asociada con la resistencia de las mismas hacia
hongos fitopatbgenos (Kosuge, 1989), Gayoso el al (2004}, reportaron un
incremento en el contenido de acidos fendlicos libres en raices (de 250 a 366 pg/g
peso fresco) y hojas {de 649 a 1280pg/g peso fresco) de chile pimiento (Capsicum
annuum L.} después de cinco dias posteriores a la inoculacion con Phytophthora

capsiol.
Sintesis y metabolismo de acidos fendlicos

lL.os fencles en las plantas estdn representados por un amplio rango de
estructuras quimicas y se caracterizan por taner un nucleo bencenico an el cual se
sustituye como minimo un hidrégeno por un hidroxilo. En su sintesis participa la
ruta del acido siguimico (Figura 4) (Macheix ef af., 1850},

Esta ruta se inicia en los cloroplasios por condensacian de ertrosa-4-fosfato
con fosfoenolpiruvate (FEP), v por diversas reacciones se obliene el acido
siguimico. La incorporacion de una segunda molecula de FEP conduce a la
formacion de fenilalaning, gue por accidn de la enzima fenilalanina amonjo liasa
(PAL) se transforma en el acido transcinamico. Posteriormente, el dcido cinamico
es convertido en acido p-cumarice por incorporacion de un grupo hidroxilo a nivel
de anilo aromatico. La accion de una coenzima A ligasa lo ransforma en p-
cimaroil coenzima A, que es el precursor de la mayorta de los fenoles de origen

vagetal (Salisbury y Ross, 1984, Palazon ef al., 2003),
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Dentro de los compuestos fendlices existen dos grandes grupos. los acidos
fenolicos y los flavonoides (isoflavonoides, flavonas, flavonoles, antocianinas v
taninos), Se diferencian principalmente en que los acidos fendlicos tienen un anillo
unico al que se le unen diversos grupos sustituyentes como hidroxito, carboxilo y
metito, mientras gue los otros estan formadoes por mas de dos anillos fendlicos
(Croteau et af., 2000).

L.os acidos fendlicos son derivados hidroxilados del acido benzoico y del
acide cindmico. Los acidos derivados del benzoico son el acido protocatéico,
galico, vanillico, hidroxibenzdico y sirlhgico. Mientras gue los acidos derivados del
cinamico son cafélco, ferdlico, o-cumdrico, sinaptico, y p-cumarco (Figura 5)
(Mattila y Kumpulainen, 2002). Los compuestos fendlicos tienen gran capacidad
de reaccionar con acidos organicos y azucares para obtener compuestos como
acidos fenolicos, Navonas y antocianinas o bien, con ellos mismos para formar
polimeros (taninos) (Martinez de Toda, 2003).

En tomate los fenoles se han asociado principaimente al desarrolio de sabor
durante su maduracion, ya que su contenido aumenta a parir del estado verde.
maduro hasta gue termina su etapa de maduracion. Los acidos Tendlicos
encontrados en tomate maduro son el p-cumarico, vanillico, caféico, ferulico,
hidroxibenzdico y clorogénico (Hobson y Davies, 1871, Buta v Spaulding, 1997,
Mattita y Kumpulalnen, 2002},

Actividad Antimicotica de los Acidos Fendlicos

l.os fenoles se encuentran localizados tanto en vacuola como en las
paredes celulares de los frutos v se han relacionado con la resistencia a hongos
fitopatogenos (Vidhyasekaran, 1887). kEn clertos cullivos como papa, se ha
reportado gue el acido clorogénico v el acido caféico inhibleron el crecimiento de
Streptomyces scabigs (Johnson y Schaal, 19567}, En hojas de tabaco también se
han enconirado estos dos fenoles (Reuveni y Cohen, 1978), Se ha demostrado ia
actividad  antimicHtica del écideo ferdlico y éacide p-cumarico sobre Puccinia

racondita {Southerton y Deverall, 1890).
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Treutter y Feucht (1990}, reportaron que el acido clorogénico en manzana
ayudd a la prevancion de lesiones causadas por hongos, ARos mas tarde, Cahilt v
MecComb en 1992, comprobaron que en raices de eucalipto, los acidos cinamico,
p-otmarico, vanillico, ferdlico vy cafelco inhibieron por completo el crecimiento
micelial in vitro de Fhytopthora cinnamomi, a una concentracion de 10 mM.

También se ha reportado que el Acido protocaldico es une de los
compuestos que previenen la enfermedad manchada en ciertag variedades de
cebollas moradas, la cual es causada por Colletolrichum circinans. Este acido se
encuentra presente en las escamas del cuello de cebollas resistentes al
fitopatogeno, pero esta ausenle en cehollas susceplibles y cuando se extrae y
aplica directamente sobire el fitopatdgeno, impide tanto la germinacion de esporas
como el crecimiento micelial in vitro {Salisbury y Ross, 1894),

Curr ef al. (2003), evaluaron la composicion de los acidos fendlicos en dos
variedades de clavel, "Roland” resistente a Fusarium oxysporum . sp. dianthi y la
otra susceptible, "Glorana”. Los aulores encontraron la presencia de los acidos
protocateico y vantllico en los tgjidos sanos e infectados de ambos cultivares, pero
an distintas concentraciones. Ademas, reportaron una concentracion de acido
protocatéico de 1.8 mg/g peso seco en el tefido sano del cultivar "Gloriana”,
migntras que en el tejido Infectado la concentracion de este Acide aumentd a 4.5
mg/g p.s. En el caso del acido vanillico, se reportd una concentracion de 1.3 mg/g
p.s. en tejido sano, la cual aumentd a 2.9 mg/g p.s. al inocular as plantas con F,
oxysporum . sp. dianthi. Este mismo comportamiento se observo en |a variedad
"Roland”, en la cual ia concentracion del acido prolocateice fue de 1.9 mg/g p.s.
en tejido sano v 4.5 myg/y en fgjido infectado; mientras que fa concentracion del
acido vanlllico en tejido sano fue de 1.5 mg/g ps. y 1.8 mo/g ps. en tejido
infectado. For 1o gue los aulores concluyeron gue este aumento en el contenida de
del acido protocatélco v vanillico sea un mecanismo de defensa hacia F
oxysporum . sp. dianthi, Sin embargo, en el ensayo in vitro, &l acido protocateico
solamente logro disminuir un 2% el crecimiento micelial del filopatogeno v el

vanillico un 6%, a uha concentracion de 50 pmaol/l.,

18



Recientemente, Mikulic-Petkovselk ef ol (2003), estimaron el conlenido de
acido clorogénico en hojas de manzana de las variedades "Golden Delicious
Weinsberg” v “Golden Delicious Clone B", como respuesta a st infeccion con
Venturia inaequalls, agante causal de la sarne en arboles de manzano, durante 1os
meses de junio a septiembre del mismo afto. Ellos observaron que las hojas
infactadas presentaron concentraciones mdas elevadas de Acido clorogenico en
contraste con las hojas sanas (Cuadro 2),

Existe evidencia aque Jos ijsoflavonoides, otros derivados de los acidos
fenclicos, también tienen propledades antimicoticas (Vidhyasekaran, 1897). La
isoflavona biochaniha A y sus isoflavononas mostraron una actividad antimicética
alta contra Rhizoctonia solan/ vy Sclerotium rolfsii a concentraciones de 0.8 mi
(Weidenborner ef af., 1990). Adesanya el al. (1986), evaluaron in vitro la actividad
antimicotica de diferentes isoftfavononas, pterocarpanos e isoflavanos contra
Cladosporium cucumerinum, Los mas efectivos fueron los plerocarpanos e
isoflavanos, debido posiblemente al radical dimetilalit que tienen en su estructura,
Fatas diferenclias en sensibilidad se deben a que cada compuesio tiene una
funcién diferente en la planta, Los isoflavonoides son capaces de atacar a hongos
filopatdganos afectando la porosidad de su membrana, inhibiendo cliertas enzimas
o afectando directamente 1a trascripoion del ADN (Adesanya ef al., 1986),

En el caso del tomate, solamente se han realizado estudios en planta. Retig
y Chet (1974), aplicaron catecol a plantas de tomate y observaron una sintesis
elevada en jos fenoles totales, asi como 1a eliminacion de ios sintomas Gausados
pot ta infeccion de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici,

Asimisimo, Carrasco ef al., {1978) aplicaron acido quinico y fenilalalina &
plantas de tomate susceplibles al atague de hongos fitopatogenos, encontrando
un aumento, en ios nivelas de compuestos fendlicos y en su resistencia contra

FUSEHILIT OXYSPOIUM,



Cuadro 2, Contenido del acido clorogenico en hojas sanas ¢ infectadas de
manzanas cv. "Golden Delicious Weinsberg" y "Golden Delicious Clone 8",

Fecha G.D. Weinsberg G. D. Clone B

{mglg peso fresco) (myg/g peso fresco)

Bano Infectado Sano Infectado

Junio 0,0860 (1.4584 0.0670 01849

Julio 0.0943 0.8336 0.0544 0.2416

0.9G60 0.0080 0.5309

in

Agosto (.232

Septiembre 0.2488 (.8955 0.0252 (L5814

Fuente: Mikulic-Petkovsek af a/l,, (2003).
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También se ha comprobado que los fenoles oxidados son mucho mas
potentes contra fitopatdgenos, signdo las enzimas peroxidasa y polifenol oxidasa
(PPO) las encargadas de este procesc metabdlico (Vidhyasekaran, 1997} kEn
plantas de tomate resistentes vy susceptibles a Fusanium oxysporum, se observd
un incremento en la actividad de peroxidasas después de 24 h de inoculacion. En
cambio, e actividad de PPO se incrementd rdpidamente an las plantas resistentes,
pero no se encontrd ningun aumento en su actividad en las plantas susceplibles,
Después, a las plantas susceptibles se les aplicd etefon (andlogo del elileno),
observando un aumento en la aclividad de las dos enzimas e incrementando asi,

significativamente su resistencia a Fusarium oxysporum (Retig, 1974).

Mecanismo de Accién de los Acidos Fendlicos sobre

Microorganismos Patogenos

El mecanismo de accidn de los acidos fendlicos en {a inhibicion de
microprganismos  aun no es claro. Varios aulores proponen que la actividad
antimicdlica de los fenoles ocurre cuando éstos son reducidos, danda lugar a la
tormacion de fenolatos y especiss reactivas de oxigeno  (H,Op, OH vy Q)
(Figura 6) (Avern'yanov el al., 1993).

Fstas especies reaclivas de oxigeno actdan directaments (1) en la
inactivacion de enzimas al romper ps enlaces diswfuros de los aminoacidos gue
conforman a la proteina; (2} rompimienio de las  cadenas de aeido
desoxirihoxinuciéico (ADN) al romper los pugntes hidrogeno de la doble cadena
(dcidos nucleicos) vy afectar asi la transeripeion del ADN dei fitopatogeno, v (3)
peroxidacion di lipidos perturbando fa integridad de la membrana celular del

hongo (Adesanya ef al., 1986, Avern'vanov ef al,, 1993, Mizutani, 1989},
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Hoy o OH

Compuasto Fanoico Fanolato Cuinnna

20,7 4+ 2M" — Oy + H:0;

Figura 6, Mecanismo de accion de los fenoles (Mizitant, 1999).



JUSTIFICACION

Actualmente no existen reportes an la literatura acerca del comportamisnto
de los acidos fendlicos en frulos de tomale como respuesia a la infeccidn causada
por el hongo Alternaria alternata, solamente existen estudios realizados in vifro v
enfocados a plantas. Asl como tampoco, hay teportes acerca de la inhibicion de la
gaerminacion de esporas de Allernana afltermata por efecto de los &cidos fendlicos.
Ademas, que en la actualidad se esta tratando de comprender mejor los
mecanismos de defensa de los frulos para buscar alternativas viables al uso de

compuestos fungicidas sintéticos.
HIPOTESIS

n fritos de tomate ocurre un cambio en el perfil v en el contenido de

acidos Tendlicos como respuesta a la infeccion causada por Allemaria alternata.
QOBJETIVOS

Gieneral

Identificar y cuantificar los acidos fenodlicos en frulos de fomale sanos e

infectados por Allemaria allernala,
Particulares

o dentificar v cuantificar en base a estandares comerciales los acidos
fendlicos en epicarpio y mesocarpio de fomate sano ¢ infectado.

» [stablecer si existen diferencias en el perfil v en el contenido de acidos
fendlicos en epicarpio y mesocarpio de tomale sanc e infectado,

» Evaluar la actividad antimicética in vitro de los extractos metandlicos de
epicarpio y mesocarpio de tomate, asi como {a de los Acidos fendiicos
identificades en frulos de tomate, sobre la germinacidn de esporas de

Allernaria alternala,
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron frutos de tomale en estado rojo maduro del cultivar "Pinto”
procedentes de Estacion Bamoa, Sinaloa. Los frutos se colocaron en cajas de
cartdn enceradas y se transportaron al laboratorio de control de calidad de frutas y
hortalizas dal GIAD, AC,

Preparacion del Inbculo

Se utilizd una cepa da Alternaria alternata aislada previamene de tomales
infectados. Se prepard una suspension de esporas utilizando colonias en agar
papa dextrosa (APD) de A. alternala con 8-10 dias de crecimiento. Se les afadio
10 mi. de agua destilada ester], se raspd la superficie con una espatula esteril de
plastico para desprender las esporas del micelio. La suspension formada se tomd
con una pipeta estéril v se pasd a un Wwbo de ensaye. Se determind Ia
concentracion de esporas uilizando la cédmara de Neubauer, de acuerdo af

método descrito por French y Herbert (1082,

Efecto de la Ihoculacion con A. alternata sohre el contenido de Acidos

Fenolicos en Frutos de Tomate

Los frutos fueron seleccionados alestoriamente de acuerdo a su color,
tamaiio y forma, desechandose los que presentaron daios fisicos. Los frutos
seleccionados se lavaron con una solucidon de hipoclorite de sodio a una
concentracion de 200 ppm y se dividieron en dos lotes de 60 frulog cada uno,

Se inoculd un lote con upa suspension de esporas de A allermats
(4,32 x10% esporas/ml.) v el otro lote se considerd come testigo (Cuadro 3). Los
lotes se mantuvieron durante 10 dias & una temperatura de 25°C y una humedad
relativa de 90-92 %, para favorecer el desarrolio de fa enfermedad (Figura 7).



Cuadro 3. Distribucion de loles (Tratamientos) de la inoculacion de frutos de

tomale con esporas de A, allernata,

Tratamiento Composicion del Tratamiento
Tomales sanos « Epicarpio sano

o Mesocarpio sano
Tomales infectados » Epicarpio infectado

»  Measocarpio infectado
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Se realizaron muestreos cada dos dias tomando cinco frutos de cada lote
separando el epicarpio mesocarpio de los frutos, desechando las semiltas y el
material locutar, Las muestras fuaron colocadas en bholsas de plastico y
almacenadas a B0 C en un ultracongetador (Reveo Technologies, USA). Las
muestras fueron liofilizadas mediante un iofilizador de charolas (Freezemobile
UNITOP 800L).

Extraccion de Acidos Fendlicos

Los acidos fendlicos se exirajeron de acuerdo a la metpdologia propuasta
por Mattila y Kumputainen (2002), que consistia en pesar 0.3 g tanto de gplcarpio
como mesocarpio liofilizado en tubos de vidrio de 50 mb, se homogenizd con una
solucion axtractora que consistié en 7 ml. de metanol {conteniendo 2g/L de 2 3-er
butyt-d-hidroxianizol) y una solucion al 10 % de acido acetico (B5:15 wiv), Se
sonice duranie 30 min y se llev a un volumen final de 10 mi con agua grado
HPLC, Posteriormente, se filtrd el exiracto mediante filtros Millipore de 13 mm de
diametro y con un famano de poro de 0.2 pm. Los extractos se guardaron en fubos

Eppandorf cubieros con papel aluminio @ -80°C.

Analisis Cromatografico de los Acidos Fenolicos por Cromatografia de Alta
Resolucion (CLAR)

Se utilizaron estandares comerciales de acidos fenolicos de la marca Sigma
Chemical (3t Louis, Mo,). L.os acidos fueron. galico, protocatéico, hidroxibenzotco,
vanillico, clorogénico, caféico, feriico,  p-oUMANco, ginaplico, o-cumarico Y
cinamico. En una batanza analltica (Ohaus, Explorer, UBA) se pesalon 0.01 g de
cada cido fendlico, 108 cuales fueron disueltos con 5 mb de metanot y aforando a
10 mb con buffer de acetato de amonio a pH 5.4, obteniendo una goncentracion de

1 pg/pl. Posteriormente, 1as soluciones sé filtraron por separado a traves de filtros



Millipore de 13 mm de didmetro y con un tamahio de poro de 0.2 um, a vidles de
vidrio color ambar.

i analisis por CLAR consisti en inyectar 20 ul del exiracto de tomate en
un cromatografo de liquidos (Varian 9012, USA) con detector UV visible (Vadan
2050, USA) equipado con una columna Phenomenex PLRP-8 de & uym tamafio de
particuta (150 x 4.6 mm diametro irterno) y una precolumna C-18,

Para la separacion de los acidos fendlicos se wilizoé un gradiente de elucion
(Cuadro 4) con una fase movil de buffer de acetato de amonio a piH 54 (solvente
A}y metanol (solvenle B). La velocidad de flujo Tue de 1 ml/min y la deteccion fue
a una longitud de onda de 280 nm (Angerosa el al, 1995, modificado por

Baquedano, 2002)

Identificacion de acidos fendlicos en epicarpio y mesocarpio de frutos de

tomates sanos e infectados por A. alternata

Los acidos fendlicos fueron identificados por comparacion de su liempo de
refencion y de sus caracteristicas espectrales de absorcion con respecio a los
estandares comerciales. La confirmacion de los acidos fendlicos identificados en
las muestras se llevd a cabo por cromatografia de liguidos acoplada a deteccion
por masas, utilizando un sislema cromatografico Agilent 1100 gque consta de una
bomba cuaternaria, degasificador en linea, aulomuestreadoy, hamo para columna
y un detector de arreglo de diodos acoplado @ un espectrometro de masas Agilent
frampa de iones modelo VI y fuente de iones por electro spray (Agilent
Technology, Inc. Ca, USA),

Las condiciones cromalograficas fueron lag mismas que se ulllizaron para la
entificacidn v cuantificacion,  Las  condiciones  para  la  deteccion  por
papactrometria de masas fueron: presion del nebulizador 65 psi, flujo de gas de

secado de 11 L/ min y una temperatura de secado de 350°C,
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Cuadro 4, Condiciones del gradiente de elucion para |a separagion

de los acidos fendlicas.

Tiempo (min) % B B 7Y
(Metanol) (Buffer)
8 24 76
22 24 76
23 30 B34
35 48 52

45 48 ha

Fuente: modificado de Angerosa ef al,, 1995, para este estudio,



Cuantificacion de acidos fendlicos en epicarpio y mesocarpio de frutos de

tomates sanos ¢ infectados por A. alternata

La cuantificacion se realizéd mediante curvas de calibracion de cada uno de
los estandares de Acidos fenolicos comerclales en un rango de 0-100 pg/ml (Chen
gt al,, 2001). Los resullados se expresaron comao mg/100 g de peso seco de

apicarpio y mesocarpio de tomate,
Flaboracion de curvas de calibracion

Se prepararon once estandares de Acidos fendlicos a una concehlracion de
1 ug/ml. Se realizd una mezcla de los once estdndares de acidos fenodlicos con
los volomenas reportados en el cuadro 5 v del volurnen final de fa mezcla (720 k)
se {omaron 500 pl vy se aforaron a 1 ml con 250 ul de metanol y 250 ul. de
acetato de amonio, A parlir de las cuales se hicieron diluciones seriadas 1.1 hasla
gque @l area de los picos de cada uno de los estandares no fue detectada por el
sguipo; iniclandose con fa diucion de menor concentracion. &1 volumen de

inyeccion fue de 20 pl., efectuandose por triplicado,

Actividad Antimicética In Vitro de los Acidos Fendlicos

l.a actividad antimicttica de los acidos fendlicos se delerming in vitro sobre
la germinacion de las esporas de A affernafa de acverdo a la metodologla
propuasta por Mari ef al. (1993} y Blachinski ef al {1986). Se utilizaron diferentes
concehtraciones de extractos metandlicos de epicarpio y mesocarpio de tomale
sano, Fstas se determinaron en base al contenido promedio de acidos fendlicos
presentes en  un  ml  de extraclto, Asimismo, se uliizaron diferentes
concentracionas de estandares comerciales de los acidos fenclicos identificados
en epicamio y mesocarpio (Cuadro 6). Cada tratamiento se adiciond a 3 tubos de
ensaye conteniendo previamente B mbl de una suspension de esporas de A

altarnata (5 x 10" esporas/ml.).
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Cuadro 5, Volumeness para la elaboracion de la mezela de estandares comercialas
de acidos fendlicos.

" Estandar " Volumen
(ng/pi.)
Ar. Galico 80
Ac. Protocatéico 80
Ac. Hidroxibenzdico 120
Ac. Vanilico 120
Ac. Clorogénico 40
Ae. Caféico 40
Ac. Ferilico 40
Ac. p-Cumarico 40
Ac. Sinaptico 80
Ac. o-Cumarico 40
Ac, Cindmico 40)
Total o a0l

Fuente: Baguedano, 2002.
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Cuadro 6, Distribucion de los tratamientos para delerminar la aclividad

antimicética de los Acidos fendlicos,

‘Composicion del Tratamiento Volumen
(1L.)

Agua (Testigo) 8 000

Solucibn extractora 250

Extracto metanolico de epicarpio sano

xtracto metanolico de mesocarpio sano
Metanol 260

Acide Vanillico

Acido Glorogénico —
Acido Caféico
Mezcla de acido vanillice, clorogenico y

caféico

Concentracién

(mM)

25, 50, 100, 200 y 500
25, 50, 100, 200 y 500
25, 50, 100, 200 y 500

2%, 50, 100, 200 y 500



De forma simultanea se ulllizd un testigo, afadiendo 'aguaa destilada estérl y
como controles positivas se utilizaron metanol y solucion extractora  [metanol
(conteniendo 2g/L. de 2, 3-et-butyl-4-hidroxianizol) y una solucion al 10 % de acido
acelico (85:15 viv)], Se realizaron 4 repeticiones por tubo de ensaye.

Se delermino el niimero de esporas germinadas y no germinadas a las 3
horas de aplicado el tratamiento, tomando un ml de cada tubo de ensaye y
colocandolo en una camara de Neubauer para hacer ¢l conteo medianie
obsgrvacion al microscopio, 8¢ considerd una espora germinada si el tubo
garminativo era por lo menes igual de largo que o ancho de la espora (Blachinski
el al, 1986). Se determing el porcentaje de efectividad de los acidos Tendlicos
(% EF) sobre la inhibicidn de la germinacidn de esporas de A, alfernata ulilizando

la siguiente formula:

Y R = (no. de esporas tolales - no. de esporas germinadas) x 100

rno. de esporas totales

Disefio Experimental

Efecto de {a inoculacidon con A. alternats sobre el contenido de Acidos

fendlicos en frutos de tomate

Para llevar a cabo el analisis de datos se utilizd un disefio de experimentos
completamente aleatorio con arreglo factorial, donde el factor A fue la inoculacion
cort esporas da A alternata (fomates sanos y tomates infectedos) vy el factor B
fueron los dias de muestreo (dia 0, 2, 4, G, 8 vy 10). La variable de respuesta fugron
lns acidos fendlicos tano en epicarpio como en mesocarpio. Para determinar el
efecto de los factores sobre las varables de respuesia se realizd un andlisis de

varignza.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Andlisis Cromatografico de los Acidos Fendlicos por CLAR

La utllizacion del gradiente reportado en ¢! cuadro 4 permitio una
optima separacion de los estandares comerciales de fos once &cidos fendlicos
utilizados en este frabajo (Figura 8). Los liempos de retencién son mostrados en
el cuadro 7, y son comparados con los reportados por Baquadano (2002). En este
cuadro se puede observar que los tr oblenidos en este estudio no concuerdan con
los presentados por Baguedano {(2002), aungue este autor utilizé un gradiente que
se muestra a conlinuacion; fase movil de metanol/acetalo de amonio pH 5.4 con
una proporeion de 12 % y 88 % respectivamente al tempo cero, para llegar a una
proporcion de 2470 a los 8 minutos, cambiando esta proporcidn a 3864 hasta log
32 minutos de corrida; manteniendo  esta proporcion hasta el minuto 33
cambiando de 48862 durante 8 minulos y finalmente cambiar la proporcion de
5040 al minuto 43 y continuar con esta proporcion durante 8 minutos, haciendo un
tiempo total de corrida de 52 minutes. Estas diferencias en tiempos de retencion
de los estandares de acidos fendlicos se deben principalmentg & que en nuestro
asfudio se Wilizd una columna de una matriz de poliacetileno divinil benceno,
mientras que el autor reporta una columna a base de silica (Si-C18). Asimismo, se
puede observar que los acidos fendlicos evaluados por Baguedano (2002)
empezaron a deleclarse a partr de los 3 minwtos y terminar a los 33 minutos:
mizhtrag que los reportados en nuestro estudio empezaron a eluir después de los

5 minutos de corrida y terminar a los 40 minutos,
Curvas de calibracion

Las curvas de calibracion realizadas para cada unhc de los estandares de
acidos fendlicos presentaron un coeficiente de regresion (R de 0,9895 a 0.9995
(Cuadro 7). Los valores de R oblenidos en este esludio coinciden con los
reportados por Bagquedano (2002), los cuales estuvieron en un rango de 0.9524 a

1.0.
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Cuadro 7.« Tlermpos de relencion (tr) vy coeficientes de regresion (RY) de

astandares de acidos fendlicos.

" No. de "Estandar tr te R

Pico {min) {min}

1 Apido Galico . B3g 32 0L
pi Acldo Prolocatéico 7.28 3.8 0.8998
3 Acido Hidroxibenzoico §.14 5.9 0.8895
3 Acido Vanillico 11.77 - 0,9938
B Acido Claragénico 13.52 6.9 0.9996
G Acido Caféico 16,50 7.43 {(.2907
7 Acido Ferdlico 22,28 11.2 0,9996
8 Acido p-Cumarico 26,25 (3.3 0.9981
9 Acido Sinaptico 28,02 14.4 0.9985
10 Acido o-Cumérico 36.64 20.1 0.9995
11 Acido Cinamico 39,896 32.8 0.9987

e = tiampo de retencion oblenido por Baquedano (2002).
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Cuadro 7.- Tiempos de retencion (tz) y coeficientes de regrasion (R*) de
Yy

estandares de acidos fendlicos.

No. de Estandar tr te TRYTT
Pico (min) {min)
1 Acido Galico B39 32T 0000
2 Acido Protocatéico 7.28 3.8 0.5998
3 Acido Hidroxibenzoico 814 5.9 0.0895
4 Acido Vanlllico 11.77 0.9938
5 Acido Clorogénice 13.62 6.9 0,8596
6 Acldo Caféico 16.50 7.43 0.9987
7 Acido Fardlico 22.28 11.2 0,9996
8 Acido p-Cumdrico 26,23 133 0.9981
9 Acido Sindptico 28.02 14.4 0.9985
10 Acido o-Cumdarico 36.64 20,1 0.9995
11 Acido Cinamico 39.96 32.8 0.9987

tr = liempo de retencion obtenido por Baguedano (2002),



Identificacion de acidos fendlicos en epicarpio y mesocarpio de frutos de
tomate sano o infectado por A, alternata

Los analisis cromalograficos realizados tanto en epicarpio como en
mesocarpio de tomate (sano e infectado), revelaron la presencia de varios picos
bien definidos; tres de los cuales fueron identificados como acido vanilico, Acido
clorogenien v acido caféleo (Figura 9 v 10}, de acuerdo a los iempos de retencion
de los estandares de los acidos fendlicos ulllizados, Asimismo, los tres dcidos
fendlicos fueron confirmados por adicion de estandar y en base a sus espectros de
masias comparados con los espectros de los estandares comerciales.

=1 prerfil de los acidos fenolicos libres identificados an los diferentes tejidos
de tomale sano e infectado durante los 10 dias de almacenamiento, fue
aparentemente el mismo, por ko que la infeccion causada por Alternaria alternata,
y el tlempo de almacenamienio a 25°C, no tuvieron un efecio en el tipo de estos
gcompuastos en el fndo de tomate,

Se ha reportado gue fa presencia de determinado dcido fendlico es debido a
la varledad del oultivo, condiciones ambientales (clima v temperatura) e inclusive
el tipo de suelo. Por ejemplo, en Espaia, Marinez-Valverde et al, {2002),
idenlificaron la prasencia de los acidos fendlicos libres v conjugados; cloregénico,
catélco, p-cumarico y fertdico en 9 variedades de frutos tomate: "Rambo”, "Sefior,
"Ramiflete”, "Liso", "Perg”, "Canario”, "Durina”, "Daniella” y "Remate",

En otro estudio, Buta y Spaulding (1897}, reportaron la presencia de los
acidos clorogenico y p-cumarico (libres) en frulos de tomate de las variedades
"Alisa Craig” y "Pik-Red”, los cuales provenian de Invernadero. Asimisma, Hobson
y Davies (1871) v Dewit v Kodde (1981) identlficaron ta presencia de los Acidos
clorogénico, cafeico, p-cumarico v ferdlico en frutos de tomate, sin embargo, no
indican ta variedad de los mismos. De la misma manera, Mattila y Kumpulainen
(2002), demostraron la presencia de oz acidos vanilllco, hidroxibenzoico, p-
cumarico, feralico, caféico y clorogénico en frutos de fomate cullivados en

Finlandia, siendo estos Gltimos acidos en forma libre y conjugada.
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Figura 9, Cromatograma (CLAR) de los acidos Tendlicos en epicarpio (a) v
mesocarpio (b) de tomate sano (1 vanillico, 2; clorogénico v 3: caféico).
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Figura 10, Cromatograma (CLAR) de los acidos fenolicos en epicarpio (a) v
masocario (b) de tomate infectado (1. vanlilico, 2 clorogeénico y 3: cafelen),
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Cuantificacion de acidos fendlicos en epicarplo y mesocarpio de frutos de
tomate sanos e infectados por A, alternala

Los resultados del anallsis de varianza factorial A x B, mostraron que la
interaccion de ambos factores para cada uno de los dcldos fenolicos evaluados,
tanto en epicarpio como en mesocarpio de tomale, fue significativa (P<0.05), por
o que los acidos fendlicos previamente identificados en ambos tefidos de Ia
variedad "Pinto”, presentaron diferencias en su contenido, observandose un
comportarmiento distinto con respeclo a la infeccion causada por el patdégeno
Allernaria allernata.

=l contenido de acide vanillico expresado coma mg/100g peso seco (p.s.),
an epicarpio de tomate sano e infectado por A, alfernata, durante el
almecenamiento a 25°C, se muestra en la figura 11. Se puede observar que el
apicarpio sano presentd una concentracion inicial de 33,42 mg/100 g p. 5., la cual
aumento a 41.76 mg/100 g p.s. de acido vanillico a los 2 dias de almacenamiento,
no existiondo diferencias entre elias. Este contenido disminuyd en los siguisntes
dias de evaluacion, observandose un contenido de 27.44, 26,43, 20.09 v 15.18
mg/100g ps. a los 4, 6, 8 v 10 dias, respectivamente, Al comparar este
comportamiento con el 4cido vanillico en el apicarpio de los tomates infectados, se
pudo abservar que al dig O presentd un contenide de 27.80 mg/100 g p.s., el cual
ho fue diferente significativamente con respecto al epicarpio sano. Este contenido
aumentd a 43,29 mg/100 g p.s. a los 2 dias de almacenamiento, colncldiendo con
al aumento abservado en el epicarplo sano. £ contenido observado a los dos diag
en epicarpio Nfectado, se mantuvo constante duranie os dias 4, 6 y 8, con valores
de acido vanillico de 454, 4925 v 42.70 mg/100g p.5., respectivaments, 0s
cuales fueron mayoras significativamente (P<0.08) con respecto al contenido

prasentado por el epicarpio sano.
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L.a mayor concentracidn del dcido vanillico en el epicarpio de los tomates
SANOS ¢ registro en el dla 2 con 41.76 mg/100g p.s.. mientras que en el epicarpio
infectado se registrd la mayor concentracion de ésle Acido fendlico en el dia 6
(49,25 mg/1d0g p.s.). Sin embargo, al comparar el contenido del dia 6 del
epicarpio infectado  con los demas dias, no se  encontraron  diferenciasg
signtficativag con respecto al contenido presentado en los dlas 2, 4 vy 8 da
atmacenamiento (P>0.05).

= general se puede apreciar que durante el almacenamiento a 26 °C, el
conttanido del acide vanillico en el epicarpio de los tomales infectados fue mayor
con respecto al contenido de este acido fenolico registrado en e epicarpio de los
tomates sanos. En el epicarpio de los tomales sances se observd una tendencia a
disminuir durante el almacenamiento, mientras que en el epicarpio infectado se
observé un aumenio en el contenido de este acido a partir del dia 4, coincidisndo
aste incremento con el desarrollo de la pudricion en el o (dales no mostrados).
s posible que este aumento en el conlenido del dcido vaniilico sea una respuesta
al estres causado por la infeccion provocada por el hongo Alternaria aiternata,

n la figura 12 se puede observar el cornlenido del acide vanillico en &
mesocarpio de lomate sano e infectado por Afternaria afternata durante el
almacenamiente a 26°C. El contenido de este dcido en el mesocarpio sano se
mantuvo  constante duranle los primeros 6 dias de almacenamiento, para
posteriormente disminuir, observandose a lps 10 dias un contenido de 23.04
mg/100 g p.s. Este mismo comportamiento se observo en el mesocarpio infectado,
&l cual presentd a los Oy 10 dlas un contenido de 37.54 y 25,69 mg/100 g p.s.,
respectivamenta, No axistieron diferencias significativas en el contenido de aAcido
vanlliico en el mesocarpio de los tomates sanos con respecto al mesocarpio de los
tomates infectados durante los 10 diag de almacenamienio; con excepcion del dia
8, cuando el mesocarpio infectado presentd un contenido de acido vanillico de
45,53 mg/100 g p.s., significativamente mayor (P<0.05) al contenido de este acido

fendlico en mesocarpio sano (24.83 mg/100g p.s.).
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Asi mismo, se puede observar que al termino del almacenamiento a 26°C
(dia 10) se prasentd la menor concentracion de acido vanillico tanto en epicarpio
como en mesocarpio en frulos sanos ¢ Infectados con A, afternata, Esto puede
deberse a que {os fomates se encontraban demasiado infectados por el hongo A,
alternata,

En general, se puede observar que e conlenido del acido vanillico fue
mayor en al mesocarpio, tanto sano coma infectado, con regpecto al epicarpio

sano, lo cual parmite especular que en el mesocarpio se esté llevando a cabo una

8¢
mayor sintesis de aste acido para posteriormenta ser transportado hacia el primer
sitio da infeccion, que es el epicarpio. Esto coincide con el estudio realizado por
Snyder y Nicholson (1990), quienes observaron en sorgo la acumulacidn de
metabolitos de defensa (apigeniniding y luteclinidina) debida a la infeccidn por
Colletotrichm graminicofa. kEstos se acumularon en las células infectadas por el
fitopatogeno formanda vesteulas coloreadas que después migraron al sitio adjunto
del apresorio, donde se unieron y liberaron su contenido en las células infectadas,
Ademas, en dicotileddneas, se ha demostrado que las fitoalexinas son producidas
eh celulas sanas, para despues liberarse y acumularse en el tejido infectado
(Brindle at al., 1983, Ebel, 18886).

No existe Informacion publicada hasta el momento sobre el comporamienio
del acido vanillico en frutos de fomale, como respuesta a fa Infeccidn causada por
Alfernaria alternata, Sin embargo, en otros tejidos se ha observado un aumento en
=l contenido de este acldo como respuesta al atague por patdgenos, En un estudio
realizado por Curir f al. (2003), se determind la presencia del acido vanillico en
dos variedades de clavel, una resistente a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
("Roland™) vy la otra susceptible ("Glonana™), Los sulores reportaron una
concentracion de 1.3 mgfg p.s. en tefido sano de la variedad "Gloriana”, la cual
aumento a 2.9 mg/g pos. al infectar las plantas con £ oxysporum | sp. dianthi
(P=0.05}) lo cual coincide con nuestro estudio, Sin embargo, en la variedad
"Roland”, no observaron diferencias significativas en la conceniracion de este

deldo en los diferentes tejldos (P>0.05).
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El contenido de dcido caféico en lomates sanos e infectados por A,
allernata, dursnte el almscenamiento a 25°C, se presenta en la figura 13, Se
puede observar que en 8l epicarpio def tomate sano, no se ancontrd una tendenciy
clara en e contenido de este acido, registrdndose flucluaciones durante el
almacenamiento, con un contenide inicial y final de 8.04 y 3.70 mg/100g p.s.,
respectivamente,

En cambio, en el epicarpio del tomate infectado, se observo un contenido
inicial del Acideo caféico de 7.57 mo/100g p.s., el cual disminuyd al dia 2 y se
mantuve constante hasta el dia 6 de almagenamiento, para posteriorments
incremantiarse hasta el dia 10, alcanzande un contenido de 8.66 mg/100g p.s.,
siendo éste significativamente mayor (P<0.086) con respeclo al epicarpio sano,

El comportamiento del Acido caféico observado en el epicarpio infectado,
fue diferente al observado en el acido vanillico en este mismo tejido, en el cual se
observd un incremento que coincidio con el desarrollo de la infeccion causada por
et patbégenn, En el caso del dcido caféico, no se observd un incremento durante al
almacenamiento como respuesta a Jos signos de deterioro, por A, alternala
{P>0.08),

El contenido de acido cafdico en mesocarpio de tomate sano e infectado
por Altarnarfia afternata, duranie almacenamiento a 20°C, se presenta en
fa figura 14. No se pusde observar un comportamiento claro en el contenido de
este Acido durante el almacenamiento, tanio en el mesocarpio de fomate sano
como en el infectado. Al igual gue en el epicarmio de tomate sano, en el
mesocarpio de lomate sano se observo una fluctuacion en el contenido del acido
gatgico, registrandose un contenido inicial v final de 14,48 y 7.65 mg/100g p.s
respectivamente, los cuales fueron estadisticamente diferentes entre  ellos

(P<0.05).
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I mismo comparamiento se observd en el mesocarpio de {omate
infectado, en e cual se registro una fluctuacion en ¢ conlenido de este acido
durante al almacenamiento, registrandose un contenido inicial y final de 11.73 vy
455 mg/100g p.s., siendo estos estadisticamente diferentas entre ellos v menores
significativamente con respecto al mesocarpio de lomate sano (F<0.05). No se
observaron diferencias significativas entre los valores mas allos en mesocarpio
sang, s cuales se presentaron en los dias 0, 4 v 8, con 14.48, 13.42 v 14.38
mg/100g p.s., respectivamenta. n et caso del mesacarpio infectado, se observd
un incremento en el contenido de dcido caféico a los 8 dias de almacenamianto,
registrandose un comenido 12.88 mg/100g p.s., siendo este significativamente
mayar con respecto a los 2, 4, 6 v 10 dias; sin embargo, no fue estadlsticaments
diferente con respecto al mesocarpio sano al dia 8. En general, no se observo un
comportamiente clare en el contenide del acido caféico lanto ¢n epicarpio
infectado como en mesocarpio infectado de tomate, con respecto a ambos tejidos
5AN0S, porlo que se puade pensar que la infeccion provocada por A, afternata, no
alterd el contenido del acido caféico como respuesta al atague del patdgeno.

El aumento en el conlenido de acido caféico en tejidos vegelales como
respuesta a ta infeccion causada por patdégenos, no es muy clara, Marculescu ef
al. (2001), evaluaron el contenido de acido caféice en tres variedades de
Chrysanthemum balsarmita L., planta que se ha asociado con resistencia hacia
Neclria  haemaftococea. l.os autores reportaron en la varedad resistente
"Camphora” una concentracion de 9.7 mg/g v de 161 y 6.4 mgl/y  para las
variedades susceptibles "Carvona’ y "Thujona”, respectivamente. Los autores
concluyeron que fa resistencia hacia ese hongo patogeno no es debido a la
presencia del 4cido caféico, sino que existan ofros compuesios o proteinas
relacionadas a ta patogénesis, las cuales podrian encontrarse an  mayos

proporcion en la variedad resistente.
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=1 contenido del acido cloroganico en epicarpio de tomate sano e infectado
por A, alternata, durante almacenamianto a 25°C, se presenta en la figura 15. Se
puede observar que tanto el epicarplo sano como el infectado, presentan un
comportarmiento similar. Inicialmente (dla 0), en el epicarpio sano se registrd un
contenido de acida clorogenico de 16.55 mg/100g p.s., migntras que en al
apicarpio  infectado fue de 1468 mg/100 g p.s., el cual no fug diferenie
significativamente con respecto al tejido sano (P=0.05), £l contenidd de dcide
clorogenico disminuyd a tos 2 dlas de almacenamiento en ambos tejidos (9.25 v
8.61 mg/100g p.s., para epicarpio sano & infeclado respectivamente) y se mantuvo
constante hasta el termino del almacenamiento (10 dias). No se observaron
diferencias significativas en el contenido del dcido clorogénico registrado a los 2,
4, 0, 8 v 10 dias y entre tratamientos. En general, se puede apreciar que no
existieron diferencias estadisticas (P>0.08) en ef contenido de este acido en el
epicarplo al infectar los frulos de tomate con el hongo Alfernaria alternata, ya que
el contenido en el epicansio sano e infectado fue similar,

zn la figura 16 se muestra el contenido del acido clorogenico en
mesocarpio de frutos de tomate sano e infectado por A altemata, durante el
almacenamiento a 25°C. Se puede apraciar que el contenido det dcido clorogénico
an el mesocarpio de los tomates sanos se mantuvo conglante durante el periodo
de almacenamiento, con un contenido inicial y final de 10.31 v 9.67 mg/100g p.s.,
respectivamente. Sin embargo, ab igual que en el epicarpio sano, al dia 2 se

regisird una disminucion en el contenido de este acido (5.48 mg/100g p.s,), siendo
disminucion puede ser debido a las diferencias en el estado fisioidgico de (os

frutos de lomate utilizados en este estudio, ya que en cada punto de muestrao se

utitizaron diferentes tomates.
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= cortenido del acide clorogénico registrado en el mesocarpio infectado fue
similar al observado en el mesocarpio sano, En & tejido infectado se registrd un
comenido injcial y final de 10.30 v .32 mg/100g p.s.. no obsarvandose diferencias
significativas entre estos dias (0 v 10 dias) y con respecto al mesocarpio sano
(P=0.08), Sin embargo, el contenido de este acido en el mesocarpio infectado, al
igual que en mesocarpio sano, disminuyo a los 2 dias de almacenamient,
observandose un contenide de 7.72 mg/100g p.s.. = cual fue estadisticaments
diferenie con respecto al dia 0, pero no con respecto al mesocarpio sano a ese
mismo dia. Este contenido observado al dia 2 en mesocarpio infectado se
mantivo constante hasta los 6 dias, para posteriormenta incrementarse hasta e
térming deb almacenamiento. En general, & contenido del acido clorogénico en
mesocarpio infeclado fue igual 0 menor con respecto al mesocarpio sano, por o
que aste acido no se incrementd en el tejido como una respuasta a la infeggion
causada por Alternatia alternata,

For otro lado, estos resultados no coinciden con o reportado en la literatura,
con respacto al incremento en el contenido del acido cloregénico como respuesta
al ataque por patogenos. Mikulic-Petkovsek et al. (2003), estimaron &l contenido
de acido clorogénico en hojas de manzana de las varedades resistentes “Topaz”,
‘Gold Rush" y "Goldstar” a Venturia inaequalls y "Golden Delicious Weinsberg” v
‘Golden Delicious Clong B" variedades susceptibles, durante los meses de junio a
septiembre del mismo ano. Ellos observaron que la variedad "Gold Rush” fue la
gque presento diferencias significativas respecto a las dermas varedades al obtener
el mayor contenido de Acido clorogénico en todos los meses evaluados (junio,
julio, agosto v septiembre) con 0.28, 0.77, 0.78 v 1,03 mg/g respectivamenta. En
cambio, la variedad "Golden Delicious Clone B" fue la que prasentd el contenido
maAs bajo, con 0.067, 0.054, 0.009 y 0.025 my/g, respectivaments,; mientras que no
axistieron diferancias significativas entre el contenido del acido clorogénico de las
variedades restantes ("Topaz", "Goldstar" v "Golden Delicious Weinsberg™), £
contenido dal acido clorogénico en las hojas infectadas fue estadisticamente

mayor al encontrado en las hojas sanas de ambas variedades (Cuadro 2).



En otro estudic, Marculescu ef al. (2001) evaluaron la composicion del dcldo
clorogénico en tres varedades de Chrysanthemum balsamita L, "Camphora”,
resistente 8 Neclla haematococca vy "Carvona' y "Thujona” como varledades
susceptibles, Los awtores reportaron una concentracion de 3.8 mg/g peso frasco
{p.1.) del acido clorogénico en el tejido cv. "Camphora y Thujona”, mientras que en
la varedad "Carvona” la concemtracidon de este acido aumentd a 4.0 mg/g peso
fresco; sin embargo, no fueron  estadisticamente  diferentes, Los aulores
concluyeron que la resistencla hacia ese hongo no es debido al acido clorogenico,
sing a exislen otros compuestos o proteinas relacionadas a la patogenesis, (as
cuglas podrian estar en mayor proporcion en la variedad resistente,

=studios previos sedalan que el contenido de los scidos fendlicos en frutos
da mmate esta influenciado por la varedad, Martinez-Valverde ef al, (2002),
reportaron diferencias significativas en el contenido de acidos fendlicos en nueve
variedades de frutos de tomate, siendo las variedades "Ramillete”, "Pera” y
‘Canano” las que presentaron la mayor concentracion de ackdo caféico con 13,
1234 y 12.85 mg/kg p.t., respectivamente; mieniras que las variedades "Sefor” v
"Liso” presentaron las concentraciones mas bajas con 1.39 y 1.44 mo/kyg pf.,
respectivamente. Asimismo, las variedades "Rambo”, "Sefor’, "Ramillete” v "Liso",
presantaron el mayor conlenido de acido clorogénico, con 27.91, 32.84, 2607 y
3279 mg/Kg ptf., respectivamente; mientras que las varledades "Pera’ vy
“Daniella”, prasentaron la menor concentracion, con 14.31 y 14.68 mg/Kg p.f,
respactivamente. £n huestro estudio, e tomate varledad "Pinto” presentd un
contenido de acidn vanllico mayor con respecto a los Acidos clormgénico y caféico,
lo cual puede debersa a las caracieristicas de la variedad utilizada.

En ta figura 17 se pueds apreciar el contenido de acidos fendlicos libres
totales presentes en eplcarpio de tomale sano @ infectado con A alternata,
duranta el almacenamienio a 25°C. Se puede apreciar que en los primeros dos
dias de almacenamisgnio no existieron diferencias signhificativas entre el epicamiv
sano y el infectado (P=0.08), sin embargo, a los 4 dias de almacenamiento se
observd un contenido de acidos tendlicos totales en ¢l epicarpio infectado (53,99

[y

mg/100g p.s.), signiticativamente mayor con respecto al epicarpio sano (46.62 mg
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M00g p.s.). BEste mismo comportamisnto se presentd en ef dia 6, en donde se
observd un contenido de 83 mg/100g p.s, en epicarpio infectadn, e cual fue
significativamente mayor (P=0.08) con respecto al epicarpio sano (38 mg/100g
P50 Bin embargo, en @ dia 8 no hubo diferencias signiflcativas (P=0.08) entre el
contenido de acidos fendlicos libres presentes en el tejido sano e infectado,
mientras gue a jos 10 dlas de almacenamiento el contenido de acidos fendlicos
totales en el apicarpio Infectado fue 85 mg/100g p.s. significativamenie mayor
(P=0.05) al gpicarpio sano con 28.28 mg/100g p.s.

Se puede observar que, en general, &l comenido de acidos fendlicos totales
@n epicarpio sano, tendid a disminuir durante el almacenamiento, mientras que en
al epicarpio infectado hubo una ligera tendencia a incrementar hasta el dia 6, lo
cual marca las diferencias estadisticas encontradas entre sl epicarpio sano e
infectado a los 4 y 6 dias de almacenamiento. Este comporamienio puade ser
debido probablemente a que a partir del dia 4 posterior a la inoculacién, cuando 1a
anfermedad fue mas evidente en los frutos, el tomale respandid al ataque de A,
alternata productendo una mayor camntidad de acidos fendlicos en comparacion con
los frutos sanos.

1 contenide de acidos fendlicos libres tolales presentes en mesocarpio de
lomate sano e infectado por A, alternata, durante el almacenamiento a 25°C, se
puede observar en la figura 18. En general se pueds observar que ¢l contanido
total de acidos Tendlicos presentes en mesocarpio fue mayor con respecto al
epicarpio, al observarse un contenido de 40.35 a 7471 mg/t00g p.s. en
mesocarpio; mientras gque en el epicarpio fue de 28.27 a 57.06 mg/100g p.s. Fl
comportamisnto observado en el mesocarpio sano fue diferente al observado en el
apicarpio sano, ya que el contenido de acidos fendlicos totales an el mesacarpio
5@ maniuvo constante durante los primero 4 dias de almacenamiento, con un
contenide promedio de 71.51 mg/t00g p.s., para despuds disminuir hasta ef
termino del almacenamiento, con un contenido de 4034 mg/100g p.s, Un
comportamiento similar se observd en el mesocarpio nfectado, en el cual el
contenido de acidos fendlicos totales se mantuvo constante durante los primeros G

dias de almacenamiento, con un contenido promedio de 57,69 mg/100g p.s.
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Al comparar el contenido de los acidos fendlicos entre los tratamientos, se
observo que a los 2 y 4 dias, el contenido en mesocarpio infectado (89,17 vy 52.70
mg/100g pg, respectivaments) fue significativamente menor con respecto al
sontenido en el mespcarpio sano (68.78 v 71,08 mg/100g p.s., respeclivamaite)
(P=<0.06). Sin embargo, a los 8 dlas, el conlenido de los &cidos fendlicos en
mesocarpio ifectado, se incrementd a 66.8 mg/100g p.s.. o cual représenta un
aumento del 39% en &l contenido otal de estos acidos en el mesocarpio infectado
con respecto al masocarpio sano (485.06 mg/100g p.s.), siendo  diferentes
significativamente (P<0.05). Este incrementa pudoe ser debido a que posibiemente
en este dia el tejido infectado respondid el estrés provocado por e hongo A,
alternata al sinletizar da novo los acidos fendlicos libres.

Asimismea, estos resullados coinciden con los publicados por Mahmood v
Saxena (19806), quienes encontraron que al infectar 11 variedades de plantulas de
tomate con ¢l nematodo Rotylenchulus renffonmis, el contehido de fencles otales
s Incrementd en todas las variedades y también el contenido tolal de Acidos
fendlicos (mag/100 mg de p.s.) respecto a las plantas control, Lo anterior, 1os llevd a
coneluir que e Incremento en e contenido de compuestos fendlicos esta
relacionado con &l meganismo de defensa de las plantas hacia cualguier atagle
por patbgenos.

Anos mas tarde, Brignolas ef al. (1995) evaluaron el contenido de 5
compuestos fenolicos: (+)-catequina y taxifolin-glicosido (flavonoide); astringenina,
resvaratrol & isorhapontina (estilbanos) en arboles piceas (Pieea abies Karst.)
inoculados con el hongo Ophiostoma polonfcumm. Los autores observaron un
aumento significativo (P<0.05) en el contenido de (+)-catequina acorde a los dias
de evaluacion (0, 6§ vy 12) con respecto al testigo sin inocular, No ast en «f
contenide de taxifolin-glicoside, astringenina, resveratrol e isorhaponting, los
cuales prasentaron valores similares en los tejidos sanos e infectados.

Raecientemente, Von Roepenack-l.ayahe ef al., (2003) determinaron en
plantas de tomate & contenido de dos compuestos fendlicos implicadeos en el
mecanismo de defensa hacia patdgenos, Las plantas fueron inocoladas con ¢

honge  Cladosporium fulvum  y  se  cuantlficd ol contenide  de  p-
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cumariolnoradrenaling y p-cumaroiloctopamina. Los aulores observaron que el
contenido del primer compuesto aurnentd  significativamente a las 21 horas
postinocuto (30 nmol/100mg p.s.) con respecto a las plantas no inoculadas (2.5
nmol/100mg p.s.). Misntras que e segundo metabolito presentd diferencias
significativas (P=0.08) respecto al tesligo, a partir de las 9 horas de haberse
realizado la inoculacion alcanzando ef maximo contenido a las 21 horas, para
después descender a las 24 horas. Sin embargo, aungque tos valores de ambos
compuestos  disminuyeron  drasticamente,  continuaron  giendo  diferentes
gstadisticamenta en relacion a las plantas testigo.

Giayoso et al. (2004), repordaron un incremento @ fos cinco dias en el
cotenido de acidos fenodlicos libres (expresados como plg peso fresco)
presentes en raices vy hojas de chile pimiento (Capsicum annuum ) infectadas
con Phytophthora capsici, con respecto a plantas sanas. Los autores encontraron
diferencias significativas en el dia 7 al comparar el contenide de &cidos fendlicos
thres en tallos v hojas sanas e infectadas.

Por otra parte, Bity et al, (2003) evaluaron el contenido de los Acidos
fenolicos p-cumdarico y ferilico en et pericarpio de granos de dos plantas hibridas
de malz, "Funks G-4106", variedad resistente a Fusarium grarminearum vy "Pionesr
3905" variedad susceptible. Los autores reportaron que al inocular estos granos no
exigtieron diferencias entre ellos, en cuanto al contenido de acido p-cumarico, va
gue Ja variedad "Funks G-4106" presentd un conlenido de 1.05 mg/lg v la
susceptible de 1.16 mg/y. Sin embargo, en el caso del contenido de acido fenlico,
gi exislio una difgrencia en cuanto a su contenido, ya que el pericarpio de los
granos de la vartedad resistente presentd un contenido de 20.63 mg/g, el cual fue
significativamente mayor con respecto a los granos de la variedad susceptible, con
17.96 mg/g.

Los aulores concluveron, que &l dcido ferdlico en los granos da malz
resistentes es un factor de resistencia contra Fusarfum graminearum, ya que se ha
somprobado que este acido fendlico tene actividad  fungistatica contra este hongo
a una concenlracion de G50 ppm (Assabgui ef 8/, 1893). Por 1o que este trabajo
concuerda con nuestros resultados, debido a que en nuestro estudio no todos los

54



acidos fendlicos se incrementaron como respuesta a la infeccion causada por el
hongo Alternaria allernala.

L.os resultados de este estudio sugleren gque tos acidos fenolicos juegan un
papel muy importante en el mecanismo de defensa de fritos de tomate asociado a

microarganismos patdogenos, como as el caso de Alternarfa allernata.

Actividad Antimicética In Vitro de los Acidos Fendlicos

L.a actividad antimicOtica in vitro de los extractos metanolicos de epicarpio vy
mesocarpio de tomate comparados con los acidos fendlicos comerciales a una
concentracidn de 26 mM, sobre la inhibicidn de la germinacion de esporas de
Afternaria alternata, expresada como porcentaje de efectividad (% EF), se
presenta en la figura 19. Se puede apreciar que el acido vanllico fue el que
presentd el manor porcentaje de efectividad mas bajo (EF) con 67.71% de esporas
no germinadas; mientras que el acldo cafelco vy el acido clorogénico presentaron
un porcentaje de efectividad de 76,96 vy 79.27, los cuales fueron mayoras con
respecto al acido vanillico (P<0.08), asl como con respecto a la mezcla de los
acidos fendlicos v los extractos metandlicos de tomale. No se observaron
diferencias sighificativas entre los tratamientos con agua, metanol, acido caféico vy
acido clorogenico (P=0.00),

En cambio, los  tatamientos mezcla 25 mM,  solucidn  exiractora
{metanol 2, 3-ter-butyl-4-hidroxianizol:  4cido  acélice), extracto metanolico de
epicarpio v extraclo metandlico de mesocarpio de lomate, presentaron os
porcentajes de electividad de 86.31, 8553, 87,10 y 90.84 respactivaments, 103
cuales fueron significativaments mayorss con respecto a los ofros tratamientos
(P=0.05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas (P=0.05) entre
fos extractos metandlicos de lomale (epicarpio y mesocarplo) y la solucion
axtractora, por I que se puede suponer que la actividad antimicatica observada
an los extractos, se debe a los compuestos que forman la solucion extractora, mas

que a los compuesios que pudigron ser extraidos de ambos tejidos del tomate.
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Asimisimo, se puaede observar que el talamiento con agua presentd un
porcentaje de efectividad de 76.56 %. Esto es debido a que Ja germinacion de
asporas inicia a las £ horas de incubacidn, por lo gue a tas 3 horas en que fue
determinada la actividad, no se presentd un 100% de germinacion de esporas,
sinn solo el 25% aproximadamente, por lo que en esle caso en particular, no es
precisamente porcentaje de inhibiclon de esporas, sino que son 1Bs e5pOras que &
gsa tiempo germinaron,

iz la figura 20 se presenta el porcentaje de efectividad de los fenoles a
una concentracion de 50mM, sobre la germinacion de esporas de A, afternata, Se
puede observar gue al aumentar fa concentracion de los distintos tratamientos de
26mM a B0 mM, tambien se aumentd el porcentaje de efectividad de los fenoles
(EF). Los tratamientos agua y metanol prasentaron porcentajes de esporas no
germinadas de 76.50 v 77.75, los cuales fusron estadlsticamente menores con
respectd a los demas tralamientos. Tambien se puede observar que el Acido
vanillico presentd el menor porcentaje de efectividad (79.58) con respecto 2 los
diferentes acidos fendlicos evaluados individualmente y con respeclo a los
extractos metandlicos de epicarpio y masocarplo de tomate (P<0.05).

Los tratlamlentos con axtractos de epicarpio y mesocarpio de tomale fueron
mas efectivos qon respectn a los Acidos fendlicos comerciales tanto en mezcla
come individualmente, en inhibir la germinacién de esporas de A. afternata, 103
cuales presentaron porcentajes de efectividad de 90 y 93% respectivaments, no
existiendo  diferencias  significativas  entre  ambos  extractos  (P=0.05). Esta
efectividad observada en los extractos metandlicos de tomate puede ser debida no
sl a los Acidos fendlicos que previgments fueron identfficados, sing tambign a
otros  compuestos que pudieron ser extraldos duranie el proceso, como
isoflavonoides, flavonas, flavonoles, y otros que también pueden presentar un

afacty antimicotico.
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La actividad antimicotica in vitro de los extractos melandlicos de tomalte
comparados con los acidos fendlicos comerciales a una concentracion de 100 mM,
sobre la inhibicidn de la germinacion de esporas de Alternaria alternata, expresada
como porcentaje de efectividad (% EF), se presenta en la figura 21. Se puede
apreciar que nuevamente el acido vanillico presentd el menor porcentaje de
afectividad (78.71), con respecio a los acidos cafgico, clorogenico vy a la mezola de
los acidos fendlicos, No se observaren diferencias significativas entre el porcentaje
de efactividad del acido vanillico v Ios tratamientos agua y melanol (P>0.05).

En el caso de los tratamientos con acido cafeico vy clorogenico, estos
presentaron una inhibicidn de la germinacion de esporas del B849%, siendo
diferentes  estadisticamente con respecto a los otros tratamientos  (F=0.05).
Asimismo, se puede observar, que la mezcla de acidos fendlicos presenio un
porcentaje de inhibician o efectividad de 89,78, ef cual fue significativamente
mayor con respecto a los demas tratamientos, 1o cual puede indicar que la mezcla
de los acldos vanillico, caféico y clorogénico, presentaron un etecto sinergista, al
inhibir g mayor porcentaje la germinacion de esparas de A, alternata.

=t porcentaje de efectividad de los acidos fendlicos a una congentracion de
200 mM, sobre la germinacion de esporas de A allernata, se presenta en
la figura 22. En esta figlra se puede observar que los acitdos fenolicos a esta
concentracion, presentaron un comportamiento  similar al observado a una
concentracion menor (100 mM). De los tres acldos fendlicos evaluados
individualments, e acido vanillico presentd e menor porcentaje de efectividad
sobre tas esporas de A altemala; sin embargo, no fue diferente significativamente
(P=0.05) con respecin a los controles agua y metanol, por o que se puade
stponet que este Acido fenolico en particular, no tuvo un efecto amtimicdlico.

En cambio, los acidos caféico y clorogénico presentaron porcentajes de

inhibicion de 86.21 y 85.79, respectivamante, los cuales fueran significativamente

mayores & los tratamientos acido vanlllico, agua y metanol (P=0,05),
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La mezcla de los acidos fendlicos fue la mas efectiva an inhibir la germinacion de
gsporas, la cual presentd un porcentaje de efectividad de 91.3, 1o cual coincide
con tos resultados oblenidos de tos acidos fenolicos @ una concentracion de 100
mM.

l.a figura 23 muastra que los porcentajes de efectividad de los acidos
fenolicos a una concentracidn de 500 mM, sobre la germinacion de esporas de A.
alfternata. Se puede observar que a esta concentracion, los acidos vanillico,
caléico vy clorogénico prasentaron porcentajes de efectividad de 82.79, 86.91 v
88.20, los cuales no fueron estadisticamente diferentes entre ellos (P>0.05), pero
si fueron diferentes significativamente con respecto a los tratamientos agua vy
metanol, los cuales prasentaron los porcentajes de inhibicion mas bajos (76.55 v
7776 %, respectivamente) (P<0.05), Nuevamente, la mezcia de los acidos
fendlicos presentd el mayor porcentaje de efectividad con respecto a los otros
tratamientos, observandose un EF del 93.24% el cual fue estadislicamente
diferante a los demas tratamientos (P<0.085).

Al analizar log porceniajes de efectividad de los acidos fendlicos
comarciales y extractns metandlicos de tomate en las diferentes concentracionss
evaluadas, se puede observar gue a madida que fue aumentando la
congentracion, tambien aumenid el porcentaje de efectividad, siendo Ia
concentracidn de 500 mM en la cual se presentaron 1os porcentajes de efectividad
mas altos, Asimismo, la mezcla de los acidos fendlicos a una concentracion de
500 mM, prasento el mayor porcentaje de efectividad con respecto a los acidos
fenolicos evaluados en forma individual, al inhibir en mayor porcentaje |2
germinacion de esporas de A, allernata,

5o puade observar gue los extracios metandlicos del mescearpio fueron 10s
que presentaron los mejores resultados al oblener un EF por encima del 90% en
ambag concentraciones (25 y B0 mM). No fue posible evaluar log extractos
melanolicos de tomate a concentraciones mayores de 50 mM, debido a gue el
volumen requerido para obtener las concentraciones de 100, 200 y 500 mM era
muy alto en comparacion con 1os demas tratamientos, lo cual podria tener un

afecio sobre el porcemtaje de efectividad.
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Asimismo, se observo que no existieron diferencias significativas entre el %
EF presentado por el dcido caféico comparadeo con el acido clorogénico en todas
las concentraciones evaluadas (25, 80, 100, 200 y 500 mM) (P*0.05). Sin
(67-82 %) y fueron diferentes (P<0.05) en comparacién con el resto de los
tratamientos, Esta baja acllvidad anlimicotica observada en el acido vanillico
puede ser debido a que su molécula es mas sencilla con respecto al cafaleo v
clorogénica, al presentar solamente dos grupos hidroxilo, en comparacion con jog
tres grupos del 4cldo cafdico vy cinco del acido clorogénico, va gque como se
menciono anteriormente, estos grupos hidroxilos participan en la produccion de
perdxido de hidrogeno, los cuales pueden actuar directamente en la Inactivacidn
de enzimas, o rompiendo las cadenas del acido rbonuclélco y/o en ta peroxidacian
de tipidos, perturbando fa integridad de la membrana celular del hongo v afectando
su capacidad para esporular,

Aunque nuestros resultados fueron en inhibicion de germinacion de
gsporas, estos presentan cierta similitud con los reportados en la literatura, Cahill y
McComb (1992), reportaron que Jos dcidos fendlicos cindmico, p-cumarico,
vanillico, ferdtico y cafelco inhibleron por completo el crecimiento micelial de
Phytopthora cinnamomi, & una concentracion de 10 mM, mientras que los dcidos
clorogenice y protocatéico sclamente lograron una reduccion del 23 y 20 9%,
respectivamente,

Asimismo, Naim et al. (1974), evaluaron mezclas de tres isoflavonas de
frijof suya (genisteing, daidzeina y glicitedna) a una concentracion de 0.1% junto
con una mezcla de sus formas glicosiladas, reportando que la mezcla de las
isoflavonas obluvo majores resultados en la reduccion del crecimiento micelial in
vire de los hongos  Trichoderma lignorum, Rhizoctonia  solani, Fusarium
oxysportm,  Pythium sp, Sclerotium rolfsil y  Rhizopus sp., al disminuir su
crecimiento en 85, 60, 70, 80, 66 v 78 % respectivamente. Mlantras que la mezcla
con las isoflavonas glicosiladas solamente ocurrid un decremanto del 40% en el

hongo Sclerotiun roffsily del 30 % en Rhizoctonia solani.
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- ootro estudio, Prusky ef af, (1982), evaluaron en frutos de aguacate el
efecto de  t-acetoxi-2-hidroxi-d-oxo-henelcosa-12,18-dieno - sobre & hongo
Colfetotrichum  glogosporioldes v observaron  una  inhibicion completa  del
crecimierio micelial y ta germinacion de esporas del hongo a una concentraclon
de 790 pgimi..

Afos mas tarde, Kramer ef al. (1984), evaluaron la actividad antimicotica de
diferentes compuestos fendlicos (isoflavonas) sobre el crecimiento micelial de
Aspargifius  ochraceus,  Penfcilim  digitatum y  Fusarium  culmorum,  a
concentracionas da 5, 20 y 80 mM. Ellos reportaran que la concentracion mas alla
(80 mM) de las isoflavonas daidzeina, gliciteina y formonanetina inhibleron en un
0, 2.1y 4.5 %, respectivaments ¢l crecimiento micelial de Aspergilis ochraceus.
3in embargo, estos compuesios no mostraron fener un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento micelial de Peniciltum digitatum. Por olra parte, 1a isollavona daidzeing
fue la Ghica gue fuvo up efecto significativo sobre 1a inhibicion det crecimiento
micelial de Fusarium culmorum con una reduccion del 21.9 %.

Recientemente, Filippone & al. (1999) aislaron fragaring, un compuesto
fendlico de hojas de fresa (Fragara ananassa) vy comprobaron que inhibe el
crecimiento de diferentes especies del genero Colletotrichum, Ellos obsarvaron
que a 8.92 pM se inhibid en un 50% el crecimiento de Colfetotrichum fragatige,
mientras que para Coffetotrichum acwlatum y Colletotrichum glososporivides fue
de 7.91 y 9.37 uM, respectivameante, la concentracidon que inhibid el 50 % de su
cracimiento. Como se puede obsarvar, las concentraciones es este gstudio son
menores a las utilizadas por nosotros, debido a que el micelio es mucho mas facil
de inhibir en comparaclan con esporas,

Curir ef al, (2003), evaluaron la actividad antimicdtica de los &cidos
fanolicos protocatéicn v vaniitico sobre el crecimiento micelial de ~ okysporum 1,
sp, dianthi a concentraciones de 1, 10, 20 v 50 uM. Los autores encontraron an el
ansayo in vitro, que el acldo protocaléico solamente logrd dlsminulr un 2 % el
crecimiento micelial del patdgeno a la concentracion de 50 uM, mientras que en

las otras concentraciones, no se obluvo ninguna disminucion. Por otra parte, e
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acido vanillico, presentd una disminucion del 2 % y 8 % a concentraciones de 20 v
50 umoll., respactivamente,

Estos resultados comprueban gue los acidos fendlicos inhiben parciat o
totalmente el desarrollo de fitopatdgenos bajo condiciones in vitro, los cual sugitera
que su Induccian en condiciones de esirés bidlico puede deberse a que cumplen

una funcion en el sistema de defensa de la planta,
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con bhase a los resultados experimentales de nuestro estudio se pudo
astablecer que no existieron cambios en e perfil de acidos fendlicos tanto en
aptearpio come en masocarpio de frutos de tomate sano e infectado, ya que en fos
iejidos menclonados se pudo identificar solamente 10s Acidos vanillico, caléico v
clorogenico,

El contenido de acide vanillice en el epicarpio infectado con Alternaria
afternata fue mayor gue en el epicarpio sano a partir del cuarlo dia de
almacenamiento  (P<0.05). Sin embargo, en el mesocarpio solamente se
encontraron  diferencias  significativas el dia 8§ de almacenamiento entre el
contenido presente an el tgjido infectado respacto al sano.

Mo se encontraron diferencias significativas (FP»0.05) en el contenido de
Acido clorogenico y cafélco en ambos tejidog (epicarmplo v mesocarpio) tanto sano
como infeciado duranie el almacenamiento a 25°0.

El contenido de los acidos fendlicos (otales fue mayor an el epicarpio
infectado con Alfernaria afternata gue en ¢l epicarpio sano a partir de los 4 dias de
almacenamiento (P<0.08); siendo en este dia en el gue se hizo evidente &l
dasarrollo de la enfermedad en los fnifos de tomaite. No se observd un efecto de la
infeccion causada por A, afternala sobre el contenido de acidos fendlicos tolales
en el mesocarplo, ya que no se observaron diferencias significativas (P=0.05)
entre el tejido sano & infectado.

Los resultados obtenidos de la actividad antimicotica de los acidos fandlicos
sobire la germinacidn de esporas de Alternaria afternata nos permiten concluir que
fos extractos de epicarpio y mesocarplo fueron los que presentaron los porcentajes
de efectividad mas altos (ariba del 90 %), con respecto a los acidos fendlicos
comerciales (F<0.08), Individuaimente los acidos vanillico, clorogenico y cafeico
inhibieron la germinacion de esporas por arriba del 75 %, Sin embargo, el Acido
vaniflico fue el que presentd los menores porcentajes de inhibicion de esporas
{P<0.08);, no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de

inhibicion de esporas con el dcido clorogéenico y caféico (F>0.05).



Asimismo, se puede concluir que al aplicar la mezcla de los tres acidos
fendlicos (vanillico, clorogénico v cafdico), se observd un efecto sinergista en su
actividad antimictlica, al presentar una efectividad mayor (superior al 85 %} con
respecio a los acidos fendlicos gvaluados en forma individual (P=0,08).

En base a los resullados obtenidos en esle trabajo, se concluye que clertos
acidos fendlicos libres participan de una rmanera activa en ¢l macanismo de
defensa de frutos de tomate rojo maduro cv. “Pinte”, hacia honges sapréfitos como
es ¢l caso de Alternaria alternata.

Sin embargo, recomendames  realizar mas  investigacion  acerca  dei
comportamiento de los acidos fenolicos durante la maduracion de frulos de
tomale, debido a que en este estudio solamenie se evalud en un eslado de
madurez y el estudio de distintos estados de maduracion permitirla un mejor
amendimiento de los procesos metabolicos que se realizan en la sinlesis y
metabolismo de acidos fendlicos en el fruto al ser infectados por microorganismos
patdgenos.

Asimisme, recomendamos profundizar acerca del mecanismo de accion de
los dcidos fendlicos en contra de hongos paldgenos causantes de enfermadades
en frutos de tomate, ya que en la acluslidad no se conoce claramente cormo es
gque actuan los acidos fendlicos (& compueslos fendlicos) sobre la inhibicidn de la

germinacion y crecimiento de los microorganismaos patogenos,
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