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RESUMEN

El meldn (Cucumis melo L.), se ha convertido en un sistema modelo debido a que
presenta cultivares con comportamiento fisiolégico climatérico o no climatérico, lo que
lo hace ideal para estudios genéticos relacionados con calidad de fruto. Este trabajo
busca encontrar los aromas diferenciales de un parental no climatérico tipo “Piel de
sapo” —PS- y la linea casi isogénica climatérica SC3-5-1, asi como su agrupamiento en
clusters mediante un andlisis jerarquico. EIl método de cromatografia de gases-masas
tras micro-extraccién de la fase sélida en espacio de cabeza identificd en zumo de meldn
un total de 129 y 111 compuestos volatiles individuales en dos campafias sucesivas, la
mayoria de ellos ésteres acetato o no acetato, aldehidos, alcoholes, y derivados
azufrados Un total de 56 compuestos volatiles individuales diferenciaron a la linea casi
isogénica SC3-5-1 de su parental ‘Piel de Sapo’. Tras el andlisis jerarquico de los aromas
se localizaron un total de 5 y 4 cllsters para la primera y segunda campaia,
respectivamente, con una agrupacion jerarquica asociada a la correlacidn que presentan
los compuestos caracteristicos y diferenciadores de SC3-5-1 y el parental PS para cada
afo, que parecen ser éster acetato o no acetato derivados de distintos amino acidos y
ésteres azufrados con metionina de precursor (predominantes en la linea climatérica) y
aldehidos simples C7 -C9 y otros (para la no climatérica).
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1. Introduccion

El meldn se ha convertido en un fruto modelo de
interés y esta siendo objeto de investigacion
debido al fenotipo climatérico y no-climatérico
que presenta. Esta caracteristica ayuda a
conocer las diferencias moleculares
responsables de las diferencias en Ia
maduracion regulada por la sintesis de etileno,
la cual provoca cambios en el aroma del meldn

(1)

El aroma del meldén se caracteriza por el
equilibrio de los compuestos volatiles que estan
determinados por combinaciones Unicas vy
complejas determinantes en la calidad del
melén (2). Los andlisis de compuestos
aromaticos en diferentes variedades de melén
son estudiados en variedades climatéricas en las
cuales se ha detectado el predomino de ésteres
(1; 2), derivados de azufrados (3),
sesquiterpenos, norisoprenoides, aldehidos vy
alcoholes (1). En variedades no climatéricas se
reportan presencias de niveles bajos de volatiles
totales, en su mayoria conformados por
compuestos saturados, no saturados (alcoholes
y aldehidos de C9) y ésteres generalmente a
niveles bajos o ausentes (1; 4).

Actualmente estas combinaciones Unicas se
estan estudiando mediante el uso de disefios
estadisticos con un enfoque reduccionista (5; 6).
Este analisis reduccionista se representa
mediante dendogramas de agrupamiento
jerarquico (HCA). Estos andlisis se basan en
correlaciones entre mediciones cuantitativas las
cuales es posible representarlas usando mapa
de calor (6).

Estos estudios reduccionistas se emplean como
parte del anadlisis de su calidad y para estudios
de las interacciones metabdlicas del fruto (5; 7).

En este estudio se ha empleado un método
reduccionista para el andlisis de los resultados
de compuestos volatiles obtenidos de un
analisis comparativo de aromas entre una linea
casi isogénica climatérica y su parental control
no climatérico. El objetivo es agruparlos en
cluster y de este modo poder seleccionar los
mas representativos de cada grupo o una
caracteristica comun definitoria de cada grupo
para analisis estadisticos posteriores.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal

Se obtuvieron frutos de meldn (Cucumis melo L.)
del cultivar espafiol T111 del tipo 'Piel de Sapo'
y grupo Inodorus (PS), con comportamiento no
climatérico, y de la linea casi isogénica (NIL) SC3-
5-1 con comportamiento climatérico (8; 9). El
niamero de réplicas evaluadas (n, datos
respectivos para cada campafia) fueron n=8; 9
(NIL SC3-5-1) 0 n=21; 13 (parental PS). El cultivo
y la recoleccidén se realizaron en el Centro de
Investigacion y Experiencias Agrarias CIFEA
(Torre Pacheco, Murcia) y los frutos se
recolectaron segun los indices de madurez
descritos previamente Obando-Ulloa et al. (1).

2.2. Preparacion de la  muestra vy
condiciones de HP-SPME/GC-MS

Las muestras de zumo de meldn para el analisis
de aromas se obtuvieron de pulpa extraida en
cilindros de los frutos. Se prepard una mezcla de
zumo filtrado para andlisis con de 28.5% de
solucion saturada de cloruro calcico, para
posteriormente realizar la extraccion de
volatiles mediante micro extraccidon de fase
sélida del espacio de cabeza (HS-SPME), segln
el protocolo de Obando-Ulloa et al. (1). Las
muestras gaseosas se analizaron mediante un
cromatografo de gases 6890 acoplado al
espectrometro de masas 5975 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) segun el
método de analisis descrito en Dos-Santos et al.
(4). En total se integraron 104 cromatogramas.
La identificacion de los compuestos se realizod
mediante comparacién con la libreria de
espectros del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NISTO5a.L) de EEUU y se validaron
mediante el calculo del indice de retencidn lineal
(LRI) inyectando una serie de n-alcanos (C6-C20)
con el mismo método de andlisis. Los
compuestos identificados se clasificaron en
grupos de compuestos quimicos volatiles del
tipo éster acetato o no acetato, alcoholes,
aldehidos, cetonas, acidos, derivados azufrados,
compuestos alifaticos hidrocarbonados,
terpenos, otros, no identificados cuando la
comparacién de espectros no coincidia, o
compuestos contaminantes o no tipicos de
meldn.

2.3. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se seleccionaron los
compuestos volatiles individuales con una
presencia mayor al 25% en frutos y mayor al 50%
del total de replicas evaluadas. Para identificar
los compuestos volatiles responsables de la
discriminacidn, se realizaron pruebas de andlisis

multivariado de como el analisis discriminante
parcial de minimos cuadrados (PLS-DA) y drboles
de decision aleatorios (datos no mostrados) (1;
4). Los compuestos individuales obtenidos en
cada afio se sometieron a un andlisis de
agrupacion jerarquica (HCA) empleando el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se
representaron en conjunto usando mapa de
calor (heatmap) con el fin de asociar la jerarquia
de los compuestos volatiles del fruto del melén
y obtener los grupos de compuestos o cluster.
En cada agrupamiento jerarquico se analizaron
las caracteristicas de los compuestos por su
estructura quimica y ruta biosintética.

Resultados y Discusion

Se identificaron 129 compuestos volatiles
individuales en la primera campaina y 111 en la
segunda.

En la primera campafia se identificé un cluster
denominado C de compuestos volatiles del tipo
aldehidos derivados de acidos grasos como
nonanal, decanal, octanal, heptanal, (Z)-non-6-
enal, (E)-hex-2-enal, (E)-pent-2-enal (Fig. 1, S1).
Para la segunda campania el clister c englobd
entre los aldehidos los 4 primeros citados
anteriormente (Fig. 1, S2; Tabla 1) Este tipo de
agrupamiento jerarquico de aldehidos presenté
una correlacion intermedia en ambas campafias
comprada con los otros grupos de compuestos
altamente correlacionados (Fig. 1 cluster c de S1
y S2). El motivo de identificar mas aldehidos en
la primera que en la segunda campafia pueden
estar relacionado con las mejores condiciones
ambientales para el cultivo del melén en la
segunda campania (4).

Los compuestos que presentaron una alta
correlacidon se agruparon en el clister E o d
(Fig.1, S1-S2), en el que se identificaron
compuestos de tipo éster acetato o no acetato
derivados de distintos amino acidos vy
compuestos azufrados como: metil 2-
metilsulfanilacetato, 3-metilsulfanilpropil
acetato, S-metil butanetioato, S-metil 3-
methilbutanetioato, S-metil propanetioato, etil
3-metilsulfanilpropanoato, que son ésteres
derivados del aminodcido metionina asociado a
la biosintesis de etileno del fruto (3), aunque
alguno podria proceder de la cisteina.

En general, los compuestos volatiles
discriminantes de climaterio debido a una
mayor o Unica presencia en la NIL SC3-5-1 se
identificaron en la zona de mayor intensidad en
el mapa de calor (Fig. 1).
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3. Conclusiones

Un total de 129 compuestos volatiles
individuales se obtuvieron en la primera
campaia mientras 111 en la segunda campaiia.
Los resultados de la jerarquizacién de los
voldtiles individuales En los dendogramas del
HCA indicaron una fuerte correlacién de los
compuestos discriminantes caracteristicos de la
NIL climatérica SC3-5-1 o para PS en las dos
campanias evaluadas.
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Tabla y Figuras

Tabla 1. Numero de compuestos voldtiles que
conforman cada grupo en el agrupamiento jerarquico
(HCA) de los aromas volatiles del parental Piel de
Sapoy la NIL SC3-5-1.

Claster! Grupo clasificacion?

A ALD; KET; NAE; ALC (2*).
B AHA; ALC (2); ALD (2); KET (4); SDC (2).

i
©
5 C ACL; ALD (11); KET (2); NAE.
€ D ACE(4); AHA (2); ALG; NAE (7); SDC (2).
S
E  ACE (23); AHA (2); ACL (9); ALD (7); KET
(3); NAE (11); SDC (9).
A SDC (2); ALC (3)
~ B NAE ALC (4), ALD
©
'§ C ALC, ALD (6), KET (2), NAE (5); ACE (4)
E D ACE(21), AHA (4), ALC(6), ALD (6); KET (5);
o

NAE (12), SDC (9)

L Grupos de compuestos individuales en base
al coeficiente de correlacidn de Pearson.

2 Grupo de clasificacién: ALD, aldehido; KET,
cetona; NAE, éster no acetato; ALC, alcohol;
AHA, alcano o hidrocarburo alifatico; ACE,
éster acetato; SDC, derivado azufrado.
*Numero de compuestos individuales que
pertenecen al mismo grupo de clasificacion.

Figura 1. Dendograma y mapa de calor del analisis
de agrupameinto jerdrquico (HCA) en base al
coeficientes de correlacién de Pearson obtenidos
de los aromas volatiles individuales del parental
Piel de Sapo vy la linea casi isog’énica SC3-5-1. S1y
S2 indican las dos campafias consecutivas de
andlsisis.

Las letras A; a — E;d , indican los cluster
seleccionados del HCA. El mapa de calor a mayor
intensidad del colormayores la correlacion.
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