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Estudio del perfil de sustancias volatiles en arandanos sanos e infestados por la
mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii.

Introduccion y Antecedentes

Fruta fina y arandanos en Uruguay

En la agricultura, los cultivos frutales siempre han sido objeto de numerosos estudios de
indole quimico, bioldgico, bioguimico y medicinal, entre otros. Dentro de estos cultivos,
existe un grupo llamado cultivos de fruta fina, los cuales poseen una fina epidermis y un
alto valor agregado debido al tamafio, color, aroma y textura de sus frutos. Como
ejemplos de estos frutos finos se pueden citar a las cherries (cerezas) y a las berries
(mora, frambuesa, frutilla y arandano entre otros) como los mas conocidos y extendidos a
nivel mundial [1].

Todas estas frutas poseen un pericarpio (piel) muy delicada, que ante la eventualidad de
cualquier agente externo, tanto bidtico como abidtico, se dafa y permite el ingreso de
microorganismos que contribuyen a la descomposicion de la fruta. Por lo tanto, la cadena
productiva de fruta fina debe caracterizarse por un extremo cuidado, desde el crecimiento
en la planta, pasando por el momento de cosecha y hasta la llegada a la mesa del
consumidor [1].

La fruta objeto de estudio particular en el presente trabajo es el arandano (Vaccinium,
corymbosum L.; Ericaceae), considerada en el mundo como “la fruta del siglo XXI” por su
sabor y beneficios a la salud humana [2].

En Uruguay, el desarrollo de la cultura de esta fruta es reciente, donde las primeras
plantaciones se hicieron entre los afios 2001 y 2002 y cuya primera exportacion de fruta
fresca se realiz6 en 2003 hacia los Estados Unidos [2].

El alcance de su area plantada es nacional, cuya presencia se encuentra en 17 de los 19
departamentos, prevaleciendo la regién litoral norte en las cercanias de Salto y Paysandu;
donde se encuentran las mejores condiciones para producir una fruta de alta calidad
exportable. El area cultivada actualmente es de 850 hectareas, de las cuales 80 empresas
se encargan de su explotacién, con un rendimiento de 10 a 15 toneladas por hectarea [3].

Econdmicamente logré posicionarse en segundo lugar, con respecto a las exportaciones
donde los principales mercados son: Unién Europea, Estados Unidos, China y Canada.
Importancia por la cual el Estado ha tomado un papel relevante en la promocion y apoyo a
esta actividad, a través de diferentes instituciones publicas como ser: Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria
(INIA), Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU) y Ministerio de Industria, Energia y
Mineria (MIEM) [3].



Drosophila suzukii, plaga de fruta fina

En el 2008 se detecto una nueva plaga de fruta fina a nivel mundial que se ha convertido
en un problema importante, la mosca conocida como mosca de alas manchadas,
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) (Figuras 1-2).

Originaria de Asia y descripta por primera vez en 1916 en Japon, su presencia se ha
extendido a todo el mundo desde la primera década del siglo XXI, primeramente en
Europa y Estados Unidos, y a partir de los afios 2013-2014 en paises de la regién
(Paraguay, Brasil, Argentina y Uruguay) [1,4]. Esta mosca es capaz de producir dafios
econdémicos muy importantes en el cultivo de fruta fina, con porcentajes en cultivos de
cerezas que llegan al 90% de la produccién [5].

La mosca D. suzukii se diferencia de D. melanogaster, organismo modelo clasico en
diversas areas de la Biologia, ya que ovipone sobre frutas ain en proceso de maduracion,
previo a la cosecha, mientras las frutas aun poseen alto valor comercial. La hembra de
esta mosca posee un aparato ovipositor aserrado, el cual es capaz de cortar la piel de los
frutos, introduciendo asi los huevos y desarrollando los estadios larvales dentro de la fruta

[6].

Semioquimicos: Compuestos quimicos como sefiales bioldgicas

La comunicacion es un proceso fundamental que determinan las interacciones entre los
organismos en la naturaleza. El canal de comunicacion mas antiguo y compartido por una
gran diversidad de organismos es el quimico. Estos mensajeros se los denominan
semioquimicos y participan en muchos aspectos de la vida de los organismos y sus
interacciones ecolégicas, motivo de interés en la ecologia quimica [7].

Los semioquimicos se pueden clasificar en dos categorias. La primera, son las feromonas
y son interacciones intraespecificas; donde la comunicacion se da entre organismos de la
misma especie. La segunda, son los aleloquimicos y se manifiestan entre organismos de
especies diferentes y son objeto de este estudio [7].

Como ejemplos de estos quimicos podemos citar: terpenos, compuestos aromaticos y
derivados de acidos grasos. Compuestos organicos volatiles que producen y emiten las
plantas [8].

La infestacion de la fruta, ademas del proceso de maduracion, podria causar un cambio
en el perfil de sustancias organicas volatiles caracteristicas de las mismas, cambios que
podrian ser reconocidos por otros organismos que viven en el habitat de la planta. Se
sabe que el ataque de D. suzukii permite el ingreso de otras moscas; sin embargo, no se
conoce si los parasitoides enemigos naturales que parasitan larvas o pupas de estas
moscas — pueden ser atraidos por el cambio en el perfil de volatiles. Conocer la relacién
entre los cambios en el perfil de volatiles de fruta infestada y los parasitoides de D. suzukii
aportaria al estudio y desarrollo de estrategias de control biolégico de esta plaga [8].
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Figura 1. Vista panordmica y de perfil de una hembra (parte superior), y de un macho

(parte inferior). Aqui se puede observar con detalle el aparato ovopositor de la hembra y
las alas manchadas del macho. Fuente: Mc. Evey

Figura 2. Vista aumentada de perfil de un macho (izquierda) y de una hembra (derecha).
Se muestra en la hembra el aparato ovopositor en un recuadro en la parte final de la cola.
Fuente: Mc Evey



Objetivos:

Objetivo General:

Estudiar el perfil de compuestos organicos volatiles emitidos por frutos de arandano
(Vaccinium, corymbosum. L.; Ericaceae), tanto en fruta sana como después de su
infestacién por Drosophila suzukii, como insumo para el eventual desarrollo de estrategias
de control biolégico de la plaga.

Objetivos especificos:

1) Optimizar las condiciones experimentales de infestacion controlada de fruta en el
laboratorio.

2) Optimizar las condiciones de obtencién de compuestos orgénicos volatiles y su
analisis por GC-MS.

3) Caracterizar los componentes mayoritarios y comparar los perfiles de compuestos
organicos volatiles de ardndanos sanos e infestados por D. suzukii.



Metodologia

Insectos y frutos

Se mantuvo una cria ya establecida de D. suzukii bajo condiciones controladas de
temperatura (21.0+0.5) °C, humedad (65%) y fotoperiodo (luz: oscuridad) (12:12)
contenidas en tubos sellados por un extremo con algodén para permitir el ingreso de aire
colocando un medio solido nutritivo a base de almidén y azlcares con conservantes
alimentarios y se dispuso de adultos para la infestacion de los frutos. Los arandanos
fueron obtenidos en el mercado, procurando aquellos que hayan sido cosechados
recientemente.

Muestras de aradndanos (Vaccinium corymbosum L. Ericaceae) de dos regiones
geograficas distintas del Uruguay constituidas por un primer grupo al cual se lo denominé
‘comerciales”, por ftratarse de muestras adquiridas en comercios de plaza; la
caracteristica principal de estas muestras es que provienen de la regién litoral norte del
pais, que como se menciond en la introduccion es el lugar donde se encuentran la mayor
concentracion de fruta de calidad exportable de esta especie debido a las caracteristicas
del microclima y la composicion del suelo. Y por otro lado, un segundo grupo lo
constituyen bayas provenientes de un productor organico del sur del pais, donde no se
favorece la obtencion de un producto de calidad organoléptica como el primero descripto,
a este conjunto de muestras se lo denomind “organicos”. Dichas muestras fueron
sometidas a un lavado con agua destilada, escurridas y colocadas en recipientes de papel
aluminio conteniendo 20 gramos cada uno.

Tratamientos de infestacion de frutos

La infestacion se realizé con ejemplares de moscas adultas, colocando 10 machos y 10
hembras en contacto con las frutas para la cépula y oviposicién. Para determinar la
efectividad de diversas estrategias de infestacion controlada, se verificé la emergencia de
pupas hacia la superficie del fruto, una vez culminado el desarrollo larval. Durante el
desarrollo larval antes mencionado, y conociendo de antemano la duracién del mismo en
las condiciones de trabajo; el cual se observé la aparicion de larvas al tercer dia de
ovoposicion y la presencia de pupas al décimo dia.

Se realizaron muestreos de volatiles a tres tiempos diferentes (T0O, T1, T2) (Figura 3). TO
correspondié a la medida inicial; donde la totalidad de las réplicas correspondieron a fruta
sana. T1 se refiri6 al tercer dia luego de TO. Aqui algunas muestras de TO fueron
sometidas a 24 horas de ataque por D. suzukii y otras a un ataque fisico-mecénico a
través de perforaciones con un microcapilar con el objetivo de controlar el efecto del corte
en la piel comparado con su homdlogo realizado por un ataque biologico. Por ultimo, T2
es el analisis transcurridos diez dias de TO, y correspondido a las mismas réplicas
(atacadas y no atacadas) en T1.
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Figura 3. Se observa el ciclo de vida de D. suzukii dentro de una baya de arandano. Las
flechas indican los tiempos (TO, T1 y T2) en los que se hicieron las colectas y la relacion
con el ciclo de vida de la mosca. Fuente: British Columbia Ministry of Agriculture,
University of Maine. Foto: David Butler staff

Muestreo y analisis de compuestos volatiles

Se utilizé una metodologia no destructiva de muestreo, a través de la aireacion dinamica
de frutos en condiciones ambientales de temperatura, obteniendo los compuestos en
adsorbentes sdlidos para su posterior desorcién con hexano. Los extractos se analizaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [9]. Los
principales componentes se identificaron por comparacion de sus espectros de masa con
las bases de datos disponibles, y por sus tiempos de retencién.

Los recipientes conteniendo las muestras de fruta se introdujeron en tubos de vidrio con
extremos abiertos conectados por un lado a un compresor de aire con filtro de silica gel
para retener la humedad, donde este circula hasta un regulador de flujo seteado en 500
ml por minuto en cada tubo; culminando la conexién en un extremo del tubo. Por el otro
extremo, se coloc6é una pipeta de vidrio empacada con material adsorbente de marca
comercial HAYESEP® —Q, en base fisica de lana de vidrio [10], [11], [12] (Figuras 4,5).
Este material adsorbente se compone de divinil benceno (vinil estireno), el cual es muy
adecuado para la captura de compuestos organicos volatiles de bajo peso molecular, por
ejemplo &cidos, alcoholes, ésteres, como también moléculas apolares como
hidrocarburos.



Para obtener los compuestos volatiles (colecta), se expuso la fruta durante 24 horas en
una habitacion con fotoperiodo (luz: oscuridad) de (12:12) en el sistema anteriormente
descripto; luego de transcurrido ese tiempo se retiraron las pipetas y se eluyeron en viales
de 2 ml de capacidad con 1 ml de hexano de alta calidad. Posteriormente se concentro
ese eluido bajo corriente de nitrdgeno para lograr un volumen final de 150 ul, los que
fueron transferidos a un inserto de vidrio dentro de un nuevo vial de 2 ml. Las pipetas
luego de ser eluidas, se volvieron a reactivar para posteriores colectas por un proceso de
elucién de gradiente de polaridad en la cual se las lavd con 5 ml de metanol, luego
diclorometano y culminando dos porciones de diferentes calidades de hexano. Como
ultimo paso del andlisis, se las introdujo en un cromatdgrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS) [9]. Cabe destacar que para cada tanda de muestras
analizadas, también se incluy6 un blanco.

El andlisis de las muestras consistio en primer lugar por la separacion de la muestra a
través de cromatdgrafo de gases con detector de espectrometro de masas (GC-MS)
Shimadzu GC-MS QP 2010 PLUS, con una temperatura de inyeccion de 250°C en modo
splitless, utilizando helio como fase movil de flujo 34.1 ml/min. Y presion de 49.7 KPa. La
columna es de material DB-5,capilar de 30m de largo, 0.25mm de diametro y 0.25um de
diametro de particula. Programa de temperatura: [ 40°C(4 min)-5°C/min-150°C-10°C/min-
250°C(1 min)]. Por ultimo el detector, de tipo cuadrupolo, en modo de adquisicion scan
con temperaturas de ionizacion e interfase de 200°C y 250°C respectivamente.

Los resultados obtenidos para cada grupo de muestra (comerciales y organicos), para
cada estadio de estudio (TO, T1 y T2) y para cada tipo de tratamiento (control, ataque
fisico y ataque suzukii) se organizaron en tablas donde se muestra la concentracion de los
diferentes compuestos volatiles hallados expresados como promedios relativos
porcentuales, acompafiadas de su correspondiente error estandar porcentual, cuya
magnitud se define como el cociente entre la desviacion estandar y la raiz cuadrada del
namero de muestras del conjunto del grupo multiplicado por cien. ([s.e=s.d/vn] *100). Para
cada estadio de estudio se expresan los resultados también por grupo quimico con su
error estandar porcentual.



Figura 5. (izq) Vista en detalle del sistema utilizado para la captura de compuestos
organicos volatiles. (der) Arandanos dispuestos sobre papel de aluminio para muestreos
de compuestos volatiles.



Resultados y discusion

Se analizaron un total de 92 muestras de volatiles de arandanos distribuidas en dos
grupos denominados comerciales y organicos, de los cuales 40 muestras corresponden al
primer grupo y 52 al segundo. En la totalidad del universo muestreal descripto, se
detectaron e identificaron tentativamente por medio del tiempo de retencion y del patrén
de fragmentacion del espectro de masas, 34 compuestos quimicos voléatiles, estos se
detallan en las siguientes secciones y en el Anexo de este informe.

Arandanos comerciales

Se analizaron un total de 40 muestras en tres tiempos (T0, T1 yT2), encontrdndose 30
compuestos quimicos (Tabla 1). En particular, se puede observar: el analisis de 17
muestras en TO, encontrandose 17 compuestos. Para T1, se trabaj6 con 4 muestras
control y se hallaron 3 compuestos, 3 muestras correspondientes al tratamiento ataque
fisico reportando 2 compuestos y 2 muestras de tratamiento ataque suzukii en donde se
encontraron 2 compuestos. Por Ultimo, para tiempo T2, se analizaron 4 muestras control
reportando 5 compuestos, 3 muestras de tratamiento fisico hallandose 5 compuestos y 7
muestras tratamiento suzukii con 20 compuestos.

Efecto de la maduracion: Lo primero que se debe analizar es, la comparaciéon entre el
estado inicial TO contra el estado intermedio T1 y estado final T2 sobre los conjuntos de
muestras control; lo cual permitié evaluar quimicamente la evolucion natural de la fruta, es
decir, en ausencia de manipulacién. En el conjunto de los tres tiempos en estudio, se
hallaron tres grupos quimicos, reportandose: ésteres, hidrocarburos y terpenos (Tabla 1),
en los cuales se encontraron los tres citados anteriormente en los tiempos TO y T2, y
solamente ésteres y terpenos en T1.

Se observa que hay una variacion relativamente menor, con los terpenos aumentando y
los ésteres disminuyendo a través del tiempo (Tabla 2, Figura 6). A su vez, para cada uno
de estos grupos quimicos, cualitativamente los compuestos hallados en los tiempos
intermedio y final, comparados con el inicial, disminuyeron en su diversidad, ya que para
el tiempo TO se encontraron 17 compuestos, para tiempo T1 se encontraron 3
compuestos y para tiempo T2; 5 compuestos (Tabla 1, Figura Al).

Especificamente para el grupo de los ésteres, cuantitativamente la tendencia esperada
obedece a un aumento de la cantidad en funcién del tiempo; debido a la esterificacion de
los &cidos presentes en la fruta a medida que avanza la maduracion. Aqui, se observo
una disminucién; lo cual probablemente esté ligado aspectos metodoldgicos o a
variabilidad debida a las bajas cantidades de volatiles encontradas en general. Esta
disminucién es del orden del 50 % para los tiempos T1 y T2 en comparacién con el inicial
TO (12.6% y 13.0% en T1y T2 respectivamente contra 23.0% de T0).
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Tabla 1. Identificacion tentativa y cantidades relativas de los compuestos volatiles hallados en el grupo
de muestras comerciales de arandanos para los tiempos TO, T1 y T2 y tratamientos aplicados: control
(C), ataque fisico (AF) y ataque de D. suzukii (ADs). La concentracién se expresa como concentracion
relativa porcentual y el error corresponde al error relativo porcentual.

Tiempo TO T1 T1 T1 T2 T2 T2

Compuesto
Trat. C AF ADs C AF ADs

cido isovalérico 3.2+3.0
n-hexanol 14+14
linalol 0.3+0.3
feniletil alcohol 19.0+5.3
n-decanal 0.2+0.1
2-metilpropanoato de etilo 55+33 16+1.4
acetato de isobutilo 8.1+£7.9
3-metilbutanoato de metilo 13+12 12+12 1.0+1.0 0.1+£0.0
2-metilbutanoato de etilo 1408 11.3+0.7 3.4+33 02+0.1
3-metilbutanoato de etilo 148 +5.9 88.7+0.7 13.0+5.0 3030 16.5+7.5
acetato isoamilico 39.0+6.1
propionato isoamilico 04+04
acetato de bencilo 0.1+01
etilacetato de fenilo 49+20
oo 2 1)
2,2,5-trimetilhexano 1.1+1.1
4,5-dimetilundecano 0.9+0.9
n-tetradecano 6.4+29 27+16 0 0.1+01
anuleno 0505
alfa-pineno 1.3+0.6 18+ 18
beta-terpineno 0.1+0.1
alfa-terpineno 0.2+0.2
para-cimeno 0.6+0.6
silvestreno 0.2+0.2
limoneno 5310 69 £ 18 98.9+08 798=x7.1 56 £ 28 2817
eucaliptol 15+1.3
gama-terpineno 05+£05
terpinoleno 1.9+09 43+25 9.6+4.8
cariofileno 9.7+4.0 1.1+0.8 0.3+x0.3 0.2+x0.1
cis-tujopseno 0.3+0.2
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Tabla 2 / Figura 6. Descripcion cuantitativa de los grupos quimicos hallados en los
volatiles de ardndanos comerciales para los tiempos TO, T1 y T2, sin aplicacion de dafio.
La concentracibn se expresa como concentracion relativa porcentual y el error
corresponde al error relativo porcentual.

Tipo de Tiempo T0 T1 T2
Compuesto Trat. C C
Esteres 23+ 11 12+12 135
Hydrocarb. 8.4+49 0 3%2
Terpenos 68 £ 18 87+ 36 84 +10
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En el grupo de los hidrocarburos, la situacion esperada seria la disminucién al avanzar la
maduracion; debido a la oxidacion natural a causa del envejecimiento celular. Aqui se
verificé para el recorrido de TO a T2, (de 8.4% a 2.7%). No se hallaron en T1, tal vez
debido a la variabilidad del método empleado y/o a la variabilidad natural de la fruta,
debido a la interaccién de las moléculas aromaticas con carbohidratos, lipidos y
proteinas; los cuales afectan a la retencion de los aromas en el alimento [13], y en
consecuencia a la tasa de volatiles en la fase gaseosa. Estas interacciones repercuten en
la intensidad y calidad del aroma de los alimentos [14, 15]. Sin embargo, consultando
bibliografia sobre el efecto de la variabilidad natural de las frutas en los analisis se
encontré de que las interacciones entre compuestos volatiles y macromoléculas en un
alimento es muy dificil de comprobar en el propio alimento, y por este motivo; su estudio
se ha realizado habitualmente en sistemas modelo que pretenden ser un reflejo de lo que
puede ocurrir en el alimento [16].

Por altimo, para el grupo de los terpenos también es esperable una tendencia similar a la
referida a los hidrocarburos debido a su similitud con respecto a su reactividad quimica.
Esta es: una disminucion en funcién del tiempo también debido a la oxidacion. En el
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presente trabajo, se reportd un leve aumento a lo largo del tiempo (68.6% en TO a 87.4%
en T1y finalizando en 84.3% en T2). Como se menciond anteriormente, esa irregularidad
puede ser debida a los multiples factores de variabilidad. En este sentido, Voilley et al.
[17] indicé que las macromoléculas como los polisacaridos y en particular las pectinas
presentes en la pulpa de las frutas pueden actuar como soporte de pequefas moléculas
como las volatiles de forma reversible o irreversible. Estas interacciones incluyen trampas
hidrofébicas o uniones covalentes irreversibles [18]. Por altimo, de esta discusién puedo
estimar que la concentraciéon de terpenos se mantuvo invariada en todo el tiempo de
estudio.

Como conclusion de este andlisis (Tabla 2, Figura 6), puedo decir que de forma
cuantitativa, considerando los errores inherentes que aportan variabilidad; la
concentraciéon relativa de ésteres y terpenos no vari6 de forma importante y la de
hidrocarburos disminuy6 levemente. Con lo cual el efecto natural de maduracion de la
fruta no report6 alteraciones importantes en su composicion centesimal.

El efecto del ataque fisico o biolégico en los volatiles de arAndanos comerciales fue
medido en dos tiempos, T1 t T2. En forma inmediata (T1), se observaron cambios
importantes en los volatiles, pero en todos los casos cantidades muy pequefias de
compuestos volatiles, lo que relativiza la precision de los resultados.

Efecto del dafio: Al evaluar la incidencia de los distintos tratamientos (ataque fisico y
ataque de D. suzukii) en comparacion con una fruta control; para el tiempo intermedio T1,
se observa para muestras control, muestras ataque fisico y muestras ataque de mosca; la
poca variabilidad cualitativa de compuestos volatiles; en la cual se hallaron solamente 3, 2
y 2 compuestos respectivamente (Tabla 1). También se verificé la poca variedad de
grupos quimicos, reportandose solamente ésteres y terpenos (Tabla 3).

Con respecto a los ésteres, se observa un fuerte aumento en el grupo de muestras de
ataque fisico (100.0 %) contra los 12.6% encontrados en el grupo control (Tabla 3, Figura
7). Esta tendencia es esperable, ya que la fruta sufri6 dafio mecanico; con lo cual
aumenta la probabilidad de oxidacién. Por el contrario, para el grupo de muestras de
ataque suzukii no se encontraron ésteres, quizas debido a errores experimentales o a las
variabilidades naturales de la fruta y comentadas anteriormente en la presente discusion a
través de bibliografias encontradas.

Para el grupo de los terpenos, se reportdé una ausencia en el grupo ataque fisico, respecto
al grupo control (87.4%) (Tabla 3), hecho asociado a la rotura de la piel de la fruta. En
esta oportunidad para el grupo de muestras ataque suzukii, se compuso integramente de
terpenos.
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Tabla 3 / Figura 7. Descripcion cuantitativa de los grupos quimicos hallados en los
volatiles de ardndanos comerciales para el tiempo T1, segun el tratamiento sometido a las
frutas. La concentracion se expresa como concentracion relativa porcentual y el error
corresponde al error relativo porcentual.

Tipo de Tiempo T1 T1 T1
Compuesto Trat. c AF ADs
Esteres 12+12 100 £2 0
Hidrocarb.
Terpenos 87 +£37 0 100+ 2
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En la Figura A2 se muestra el perfil cromatogréafico en tiempoT1 de tres muestras distintas
segun su origen (control, ataque fisico y ataque de mosca), donde se aprecia la similitud
entre los perfiles de muestras control y tratamiento fisico; y un perfil heterogéneo para el
grupo de tratamiento ataque de D. suzukii. A pesar de que el método utilizado posee gran
porcentaje de variabilidad que aportan incertidumbre a los resultados, en el promedio para
los grupos de estudio no se encontr6 gran variacion cualitativa; como se explico
anteriormente en este analisis temporal tal variacion.

Con la informacién arrojada en el analisis de las Figuras 7 y A2, puedo concluir para el
tiempo T1 que los diferentes tratamientos ensayados en la fruta arrojaron diferencias
significativas en el perfil de compuestos volatiles en el promedio de muestras. Sin
embargo, la poca cantidad y diversidad de compuestos encontrados impone cautela en la
interpretacion de estos datos.

14



El efecto del dafio en T2, con las frutas mas maduras, permite observar una mayor
variedad de compuestos, reportandose 5 en el grupo de muestras con ataque fisico y 20
en el grupo atague de mosca, grupo en el cual se hallaron en exclusividad 13 compuestos
(Tabla Al). Se encontraron de forma exclusiva en el grupo de ataque suzukii los
siguientes grupos quimicos: acidos (3.2%), alcoholes (20.7%), aldehidos (0.2%) y éteres
(0.2%). Para el grupo de los ésteres, la tendencia fue en aumento tanto en muestras
pertenecientes al ataque fisico como a las pertenecientes al ataque de D. suzukii,
comparadas con el grupo control (34.4%, 70.8% y 13.0% respectivamente). Es importante
destacar segun se desprende de la lectura de la Tabla 4, que las muestras tratadas con
ataque de mosca mostraron un fuerte incremento de volatiles tanto cuantitativo como
cualitativo. Con respecto a los hidrocarburos, se observé un decrecimiento tanto en
ataque fisico (ausencia), como en ataque de D. suzukii (0.1 %), comparado con el grupo
control (2.7 %). Por ultimo, en el grupo de los terpenos, la disminucibn en ambos
tratamientos fue muy marcada; observandose un 65.6% para el grupo de ataque fisico y
un 4.9% para las muestras tratadas con ataque suzukii frente a 84.3% presentes en
muestras control.

Tabla 4 / Figura 8. Descripcion cuantitativa de los grupos quimicos hallados en los
volatiles de ardndanos comerciales para el tiempo T2, segun el tratamiento sometido a las
frutas. La concentracion se expresa como concentracion relativa porcentual y el error
corresponde al error relativo porcentual.

Tipo de Tiempo T2 T2 T2
Compuesto Trat. C (azul) AF (rojo) ADs (verde)
Acidos 0 0 3.2+3.0
Alcoholes 0 0 20.7+7.0
Aldehidos 0 0 0.2+0.1
Esteres 135 34+34 70.8+25.1
Eteres 0 0 0.2+0.2
Hidrocarburos 27116 0 0.1+0.1
Terpenos 84 +10 65+32 49+33
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En la Figura A3 se muestra el perfil cromatografico de tres muestras de diferentes
tratamientos para el tiempo T2, donde se observa poca diferencia entre los perfiles para el
grupo de muestras control y el grupo ataque fisico. En contraposicion, el perfil para la
muestra de ataque por D. suzukii es notoriamente diferente a estos dos.

Arandanos organicos

Los arandanos organicos se cosecharon en un estado de madurez temprano respecto a la
maduracién de arandanos comerciales. Los muestreos de volatiles en TO fueron
realizados antes de 24 h posteriores a su cosecha. Estas diferencias, ademéas de la
variedad distinta a los arandanos comerciales, ameritan su tratamiento por separado.

Se analizaron un total de 52 muestras en dos tiempos (TO y T2), las cuales se detallan en la
Tabla A4. En TO, de un total de 25 muestras se encontraron 5 compuestos cuyas cantidades
relativas se muestran en la Tabla 5. La distribucidon porcentual por clase de compuesto fue:
ésteres: (20 £ 65) %, hidrocarburos: (5 £ 40) %, terpenos: (75 = 70) %. En T2, de un total de
11 muestras se encontraron 7 compuestos, los cuales se detallan a continuacioén, con sus
concentraciones relativas promedio (expresadas en porcentaje) y desviaciones estandares
correspondientes. Por grupo quimico los resultados mostraron Gnicamente ésteres: (92 + 150)
% y terpenos: (8 + 45)%.

Las muestras de arandanos comerciales en T2 con dafio fisico mostraron, de un total de 6
muestras, 6 compuestos que se detallan en la Tabla 5 con sus concentraciones relativas
promedio (expresadas en porcentaje) y desviaciones estandares correspondientes. Por grupo
qguimico estas muestras mostraron ésteres (83 + 82) % y terpenos: (17 + 54)%. Finalmente,
las 10 muestras atacadas por D. suzukii mostraron mas compuestos (9) y en mayor cantidad
general (Tabla 5), mayormente ésteres (99 * 165) % (terpenos: 1.0 £ 3.2%).

Al analizar el efecto del pasaje de tiempo desde TO a T2 en muestras no dafiadas (Figura 9),
puede observarse la fruta al madurar naturalmente aumenta la produccion de ésteres y en
términos relativos disminuye la produccion de terpenos.

Para el conjunto de muestras organicas se decidié no estudiar T1, ya que al evaluar el grupo
de muestras comerciales el perfil de volatiles no presentd grandes diferencias con el
correspondiente al tiempo inicial TO. Los perfiles de una misma muestra evaluada a tiempos
inicial y final fueron similares, aunque se observa el importante aumento de los ésteres
mayoritarios en T2 (Figura A4). Al analizar, por su parte, el efecto del dafio en el perfil de
volatiles en T2, no se observa un efecto en las proporciones de ésteres y terpenos (Tabla 5,
Figura 10). Analizando los perfiles cromatogréaficos en T2 (Figura A5), se observa que los
perfiles para las muestras control y ataque fisico presentan gran similitud, en contraposicion
con el perfil de la muestra ataque suzukii en la cual se pueden observar las heterogeneidades
entre estos.
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Tabla 5. Identificacién tentativa y cantidades relativas de los compuestos volatiles
hallados en el grupo de muestras organicas de arandanos para los tiempos TOy T2 y
tratamientos aplicados: control (C), ataque fisico (AF) y ataque de D. suzukii (ADs). La
concentracion se expresa como concentracion relativa porcentual y el error corresponde
al error relativo porcentual.

Tiempo TO T2 T2 T2
Compuesto
Trat. C AF ADs

2-metilpropanoato de etilo 0.2+£05 0.1+£0.1
3-metilbutanoato de metilo 2.8+6.2 12+ 29 6+12 12 +£17
2-metilbutanoato de etilo 6+6 5.8+5.6 14 £ 30
3-metilbutanoato de etilo 17 £ 26 73+ 34 71 £23 69 + 27
acetato isoamilico 1.2+2.0
valerato de n-hexilo 1.3+4.4 05+1.2 0.8+1.6
2,2,3-trimetilnonano 5+20
valerato isoamilico 22+3.7
terpinoleno 1.4 +£3.9 1.1+238 0.1+0.3
limoneno 70 £ 28 7 19 16 £ 24 09+1.3
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Figura 9. Concentraciones relativas (%) de los diferentes tipos de grupos quimicos en los
tiempos TO y T2 control en muestras organicas, mostrando el efecto del pasaje del tiempo en
muestras sin dafio fisico o bioldgico.
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Figura 10. Concentraciones de los diferentes tipos de grupos quimicos hallados en el tiempo
T2 para grupos control y tratamientos de ataque fisico y ataque de mosca en muestras
organicas
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Conclusiones:

Como conclusiones generales del estudio de compuestos volatiles en muestras
comerciales se puede informar:

1)
2)

3)

4)

5)

Hubo una variacion cualitativa de compuestos volatiles para el grupo de muestras
control en funcién del tiempo.

No se encontrd una variacion importante de grupos quimicos en muestras control
para los diferentes tiempos de estudio.

A tiempo intermedio T1, no se denotaron aun cambios significativos para ambos
grupos de muestras tratadas en comparacion con el grupo control, en lo que
respecta a su composicién porcentual.

A tiempo T2, se observé una gran complejidad de compuestos en el tratamiento
con ataque por D. suzukii, con respecto al tratamiento con ataque fisico y al grupo
de muestras control.

Cuantitativamente para el tiempo T2, las diferencias encontradas con respecto a
los diferentes grupos quimicos en los distintos tratamientos fue méaxima para el
grupo de ataque por mosca.

Como conclusién para el grupo de muestras organicas se puede afirmar:

1)
2)
3)

4)

5)

Se encontré un aumento significativo de la concentracion de ésteres al final de la
experiencia en fruta sin tratar, en detrimento de los terpenos.

No se observd a nivel cualitativo en la fruta control cambios importantes en los
perfiles de volatiles a lo largo de la experiencia.

A tiempo T2, el perfil de volatiles para las muestras de ataque fisico no difirié6 de
forma significativa al de su homélogo sin tratamiento.

A tiempo T2, se encontraron diferencias significativas en relacion a la composicion
relativa para las muestras de ataque por D. suzukii, en comparacién con muestras
de los grupos ataque fisico y control.

A tiempo T2, se hallaron cambios cualitativos en el perfil de compuestos volatiles
para el grupo de tratamiento ataque por mosca. Estos cambios son menos
pronunciados que en el grupo de muestras comerciales, donde se encontraron en
exclusividad 13 compuestos, y tan solo 2 compuestos para el grupo de muestras
organicas.

Globalmente, se observaron diferencias importantes en los perfiles de compuestos
organicos volatiles, como asi su variacion de concentracién, en muestras de arandanos
(Vaccinium corymbosum L. Ericaceae ) atacadas por Drosophila suzukii.
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ANEXO

A continuacion, se detallan los resultados correspondientes a las muestras individuales
analizadas en cada tiempo experimental. Estos resultados fueron promediados en el
cuerpo central de la tesis.

Ardndanos comerciales:

Se analizaron un total de 40 muestras en tres tiempos (TO, T1 y T2). Las muestras
analizadas en T1 y T2 se diferencian en los tratamientos (control / ataque fisico / ataque
de D. suzukii).

Tiempo TO: En un total de 17 muestras se encontraron 17 compuestos, los cuales se
detallan en la Tabla Al, con sus concentraciones relativas expresadas en porcentaje. Por
tipo de compuesto, los resultados mostraron ésteres: (23 + 93) %, hidrocarburos: (8 £ 40)
% y terpenos (69+148) %.

Tiempo T1 / muestras control: De un total de 4 muestras se encontraron 3 compuestos, los cuales
se detallan en la Tabla A2 con sus concentraciones relativas (expresadas en porcentaje). Por
grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres: (13 + 50) % y terpenos: (87 + 147)%.

Tiempo T1 / muestras con ataque fisico: De un total de 3 muestras, se encontraron 2
compuestos, los cuales se detallan en la Tabla A2, con sus concentraciones relativas
(expresadas en porcentaje). Todos los compuestos fueron ésteres.

Tiempo T1 / muestras con ataque de D. suzukii: De un total de 2 muestras, se encontraron 2
compuestos, los cuales se detallan en la Tabla A2, con sus concentraciones relativas
(expresadas en porcentaje). Nuevamente todos los compuestos fueron ésteres.

Tiempo T2 / muestras control: De un total de 4 muestras se encontraron 5 compuestos, los cuales
se detallan en la Tabla A3 con sus concentraciones relativas (expresadas en porcentaje). Por
grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres: (13 + 20) %, hidrocarburos: (3 + 6) %,
terpenos: (84 = 39) %.

Tiempo T2 / muestras con ataque fisico: De un total de 3 muestras, se encontraron 5 compuestos,
los cuales se detallan en la Tabla A3 con sus concentraciones relativas (expresadas en
porcentaje). Por grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres: (34 + 119) %, terpenos:
(66 +114) %.

Tiempo T2 / muestras con ataque de D. suzukii: De un total de 7 muestras, se encontraron 20
compuestos, los cuales se detallan en la Tabla A3 con sus concentraciones relativas
(expresadas en porcentaje). En cuanto a los tipos de compuestos, éstos fueron: acidos: (3
+16) %, alcoholes (21 + 37) %, aldehidos (0.2 £ 0.4) %, ésteres (71 + 135) %, éteres (0.2
0.9) %, hidrocarburos: (0.1 + 0.5) %, terpenos: (5 £17) %.
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Arandanos organicos:

Se analizaron un total de 52 muestras en dos tiempos (TO y T2). Las muestras analizadas
en T2 se diferencian en los tratamientos (control / ataque fisico / ataque de D. suzukii).

Tiempo TO: En un total de 25 muestras se encontraron 5 compuestos, los cuales se detallan
en la Tabla A4, con sus concentraciones relativas expresadas en porcentaje. Por tipo de
compuesto, los resultados fueron: ésteres (20 + 65) %, hidrocarburos (5 + 40) %, terpenos (75
1 70) %.

Tiempo T2 / muestras control: De un total de 11 muestras se encontraron 7 compuestos, los
cuales se detallan en la Tabla A5 con sus concentraciones relativas (expresadas en porcentaje).
Por grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres (92 + 150) %, terpenos (8 + 45) %.

Tiempo T2 / muestras con ataque fisico: De un total de 6 muestras se encontraron 6 compuestos,
los cuales se detallan en la Tabla A5 con sus concentraciones relativas (expresadas en
porcentaje). Por grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres (83 = 83) %, terpenos:
(17 = 54) %.

Tiempo T2 / muestras con ataque por D. suzukii: De un total de 10 muestras se encontraron 9
compuestos, los cuales se detallan en la Tabla A5 con sus concentraciones relativas (expresadas
en porcentaje). Por grupo quimico los resultados son los siguientes: ésteres (99 + 165) % y
terpenos (1 £ 3) %.
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Tabla Al: Composicion porcentual de TO en arandanos comerciales, por muestra individual.

NUmero de muestra

Compuesto Tipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
metil 3- metilbutanoato éster 20.8 0.5

etil 2-metilbutanoato éster 94 108 34

etil 3-metilbutanoato éster 37.1 32.8 3.3 693 591 493

metil 2-propanoato de etilo  éster 16.9 30.1 47.3

2,2,5-trimetilhexano hidroc. 19.0

4,5- dimetilundecano hidroc. 14.8

n- tetradecano hidroc. 27.7 419 145 129 56 54 06

Anuleno terpeno 0.9

alfa-pineno terpeno 0.6 1.2 57 56 71 1.4

beta- terpineno terpeno 1.4

alfa- terpineno terpeno 3.6

para- cimeno terpeno 9.4

Silvestreno terpeno 3.1

Limoneno terpeno 95.2 90.4 65.2 743 69.1 522 100 100 66.2 100 100
gama- terpineno terpeno 9.1

Terpinoleno terpeno 104 6.4 6.6 9

Cariofileno terpeno 41 84 352 581 32 58 81 118 1.9
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Tabla A2: Composicion porcentual de T1 en arandanos comerciales, por muestra individual y por tratamiento.

Numero de muestray tratamiento (C: control; AF: ataque fisico; ADs: ataque por D. suzukii)

Compuesto Tipo 1C 2C 3C 4C 1AF 2AF 3AF 1ADs 2ADs
metil 3- metilbutanoato éster 50.5

etil 2-metilbutanoato éster 10.5 12.9 10.5

etil 3-metilbutanoato éster 89.5 87.1 89.5

alfa-pineno terpeno 73.3

Limoneno terpeno 49.5 100 100 26.7 97.9 100
Cariofileno terpeno 2.1
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Tabla A3: Composicion porcentual de T2 en arandanos comerciales, por muestra individual y por tratamiento.

Numero de muestray tratamiento (C: control; AF: ataque fisico; ADs: ataque por D. suzukii)

Compuesto Tipo 1C 2C 3C 4C 1AF 2AF 3AF 1ADs 2ADs 3ADs 4ADs b5ADs 6ADs 7ADs
metil 3- metilbutanoato éster 3.1 0.3 0.2

etil 2-metilbutanoato éster 10.1 0.5 0.1 0.3 0.2 0.5

etil 3-metilbutanoato éster 11.7 17 23.4 18.2 3.7 0.3 8.3 4.2 232 576
n- tetradecano hidroc. 5.6 5.1

Limoneno terpeno 100 73.1 778 681

Terpinoleno terpeno 8.5 8.6

Cariofileno terpeno 1.1

acido isovalérico * acido 21.1 0.2 1.2

n-hexanol * alcohol 10.0

linalol * alcohol 2.0

fenil etil alcohol * alcohol 36.1 22.6 28.0 26.2 19.9
n-decanal * aldehido 0.4 0.3 0.4

acetato de isobutilo * éster 55.8 0.8 0.2 0.2

acetato isoamilico * éster 13.6 48.6 427 533 544 403 202
propionato isoamilico * éster 2.6

bencil acetato * éster 0.4

fenil etil acetato * éster 33 10.9 8.6 11.3

(*) solo se encontraron en este estadio.
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Tabla A4: Composicion porcentual de TO en arandanos organicos, por muestra individual.

NUmero de muestra

Compuesto Tipo 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
metil 3- metilbutanoato  éster 4.1 5 25.3 0 12.9 0 14.4 8.8 0 0 0 0
etil 3-metilbutanoato éster 14.0 34.4 0 0 0 0 46.3 15.2 0 0 71.2 0
2,2,3-trimetilnonano hidroc. 0 0 0 0 0 0 0 0 14.5 0 3.2 100
Limoneno terpeno 71.8 54.2 67.0 86.0 74.8 100 39.3 76.1 85.6 100 25.6 0
Terpinoleno terpeno 10.0 6.5 7.7 14.0 12.3 0 0 0 0 0 0 0
Tabla A4: Continuacion.
Numero de muestra

Compuesto Tipo 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

metil 3- metilbutanoato  éster 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

etil 3-metilbutanoato éster 0 0 0 0 0 0 39.7 0 43.5 20.1 34.5 17.6 100

2,2,3-trimetilnonano hidroc. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Limoneno terpeno  85.9 83.7 84.4 100 87.2 100 60.3 100 56.5 79.9 65.5 82.4 0

Terpinoleno terpeno  14.1 16.3 15.6 0 12.8 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla A5: Composicion porcentual de T2 en arandanos organicos, por muestra individual y tratamiento.

Numero de muestray tratamiento (C: control; AF: ataque fisico; ADs: ataque por D. suzukii)

Compuesto Tipo 1C 3C 4C 5C 6C 7C 8C 9C 10C 11C 1AF 2AF 3AF 4AF 5AF 6AF
etil 2- metilpropanoato  éster 1.7
metil 3- metilbutanoato  éster 100 126 5.9 7.6 4.4 1.0 5.5 0 28.8 0 0 0
etil 3-metilbutanoato éster 874 941 893 929 9.7 752 889 884 889 82.3 | 945 884 66.7 483 40.2 86.9
etil 2-metilbutanoato éster 2.8 135 111 116 111 15.0 0 11.6 0 5.5 44 131
hexil n-valerato éster 14.6 0 0 0 3.0 0 0
Limoneno terpeno 3.1 62.9 8.3 0 0 45 36.3 554 0
Terpinoleno terpeno 12.8 3.0 0 0 0 6.8 0 0
Tabla A5: Continuacion.
Numero de muestray tratamiento

Compuesto Tipo 1ADs 2ADs 3ADs 4ADs 5ADs 6ADs 7ADs 8ADs 9ADs 10ADs

etil 2-metilpropanoato éster 0 0 0.4 0 0 0 0 0 0 0

metil 3-metilbutanoato  éster 22.4 55.1 19.1 10.3 13.8 0 0.8 0.2 0.4 0

etil 2-metilbutanoato éster 0 0 0 4.2 3.8 100 6.8 6.5 6.6 9.2

etil 3-metilbutanoato éster 77.6 44.9 80.5 85.0 81.1 0 81.3 77.2 714 90.8

hexil n-valerato éster 0 0 0 0 0 0 2.6 5.4 3.4 0

valerato de isoamilo éster 0 0 0 0 0 0 0 3.1 4.4 0

Limoneno terpeno 0 0 0 0 0 0 4.9 6.7 10.1 0

Terpinoleno terpeno 0 0 0 0.6 1.2 0 3.6 0.5 29 0
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Figura Al. Cromatograma comparativo de una misma muestra evaluada a tiempo TO (negro), T1 control (rosado) y T2 control (azul).
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Figura A2. Cromatograma de tres muestras distintas para tiempo T1. Control (negro), ataque fisico (rosado) y ataque por D. suzukii
(azul).
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Figura A3. Cromatograma de tres muestras distintas para tiempo T2. Control (negro), ataque fisico (rosado) y ataque suzukii (azul).
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Figura A4. Cromatogramas de una misma muestra evaluada a tiempo TO (negro) y T2 control (rosado).
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Figura A5. Cromatograma de tres muestras distintas para tiempo T2. Control (negro), ataque fisico (rosado) y ataque por D. suzukii

(azul).
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