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RESUMEN

El melon Cucumis meld..) y la sandia Citrullus lanatus Thunb.) son frutos muy
consumidos en épocas de calor ya que son alimegftescantes por su alto contenido

en agua y su bajo aporte calorico.

Ambas especies tienen en comun que es dificilrirguicalidad interna a partir del
aspecto exterior. Debido a la dureza de ambostadaesiaduro, ni siquiera es posible
para un consumidor estandar apreciar el grado denmacion de la fruta. Por esta razon,
el auge del consumo de ambos se ha conseguidees tta la oferta de fruta cortada vy,
en la actualidad, a través de productos de cuaataag En cualquier caso, la
consolidacion de su mercado pasa necesariamentsafiefacer las expectativas de

calidad organoléptica demandadas por el consumidor.

Por esta razon, los programas de mejora que pegieablarcar mercados de calidad
tratan de desarrollar nuevas variedades que mastiniéccalidad organoléptica. Si bien
la mejor forma de determinar el sabor es a traeepaheles de cata, su uso se hace
inviable en programas de mejora. Por ello, es @eegontar con herramientas de
analisis objetivas que permitan cuantificar los pogstos involucrados en la definicion
del sabor. En el caso de estas especies, la calidadria fundamentalmente
determinada por el contenido en azlcares (gluctrs@tosa y sacarosa) y en

compuestos volatiles relacionados con el aroma.

La presente tesis ha tratado de abordar este prabde el caso del aroma. En primer
lugar, se abordd la optimizacion de un método dentificacion basado en
cromatografia de gases acoplada a espectrometniasis (GC-MS) de los principales
compuestos volatiles de ambas especies. La exdradei volatiles es quiza el paso mas
complejo del analisis y que puede presentar mambiidad. Su optimizacion se
consiguid mediante el uso de superficies de respunsltivariante a partir del método
de extraccion por purga y trampa. Las condiciom#sn@as de extraccion se obtuvieron
empleando 30 g de muestra, 49 min de tiempo daaxdén y un flujo de gas portador
de 1.6 L mint. Este método fue validado e hizo posible la ektéacde varias muestras
simultdneamente. El menor coste y rapidez de eifrado hace ideal para analizar un

nimero elevado de muestras.

Xiii



Este método fue aplicado con éxito a la evaluad&irefecto del injerto sobre el perfil
de volatiles de la sandia. Esta técnica esta mignéixia en el manejo de esta especie y
sin embargo su efecto sobre el aroma ha sido may estudiado. Asi, se comparo la
composicion de volatiles de los frutos de sandia@Reida) injertada en portainjertos
de hibridos deCucurbitg uno experimental (FT. maximax C. moschatay uno
comercial (F1 Cobalt), y un portainjerto experinarde meldncitroides (Citrullus
lanatus var. citroideg respecto a los de sandia autoinjertada y sinrtémjelLos
resultados demostraron que existe un efecto deftingobre el perfil de compuestos
volatiles, lo que resalta la importancia de valaste aspecto en programas de mejora
de lineas portainjerto. Por otro lado, en el estsei demostroé que la variedeittoides
puede representar una alternativa interesante kitboslos deCucurbita generalmente
usados, ya que presentd un perfil de volatileslainai las plantas sin injertar. Ademas,
se comprob6é que los frutos provenientes de poetdoy hibridos deCucurbita
presentaron una mayor acumulacién de Z-6-nonen-4ua esta relacionado al aroma

de calabaza y que podria disminuir la calidad deha de sandia.

A pesar de la eficacia del método obtenido, la atografia de gases sigue requiriendo
equipos caros, personal cualificado, largos tieng@analisis y un importante gasto en
fungible. Por tanto, si bien es ideal para cordrast idoneidad de un nimero limitado
de lineas en fases finales de un programa de msjoreso no seria viable a lo largo del

mismo.

En este contexto, se abordd la utilizacion de tat@hetro electronico con 18 sensores
de metales semiconductores como un sistema alteyrde fenotipado del aroma en
sandia, que permitiera evaluar grandes cantidagenalerial en tiempos de analisis

contenidos y con un gasto minimo en fungible.

El primer paso consistio en desarrollar un patidwésco del aroma que permitiera
corregir la variacion intra- e inter-dia, para atowuacion aplicarlo a la evaluaciéon de

lineas de mejora de portainjertos en sandia.

Mediante esta técnica, se pudo desarrollar mapasnditud en el perfil de volatiles
que permiten seleccionar los materiales mas pare@da sandia sin injertar. Ademas
estos mapas mostraron una completa sintonia canidma informacién obtenida
mediante GC-MS. Adicionalmente, utilizando regree®i-PLS, se obtuvieron modelos

matematicos semicuantitativos que permitieron abtevalores de concentracion
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aproximada para algunos compuestos importantes eb@®-nonen-1-ol, ya sefialado
por su efecto negativo en portainjertos @acurbita De esta forma, el uso de
olfatbmetro electrénico permitird en fases inigate programas de mejora seleccionar
aquellas lineas que afectan menos al perfil vojatjle presentan menor acumulacion

de compuestos considerados como negativos.
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Introduccién General

1. EL CULTIVO DE MELON Y SANDIA

1.1. Origen y clasificacion

El melébn Cucumis meld..) y la sandiaCitrullus lanatusThunb.) pertenecen a la familia
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de las cucurbitaceas, que ademas incluye otragsiespmmo el pepincdCucumis sativus

L.), las calabazasClucurbita pepoL., Cucurbita maximaDuch. ex Lam.,Cucurbita
moschata(Duch. ex Lam.) Duch. ex PoirCucurbita argyrospermaduber, Cucurbita

ficifolia Bouché ylLagenaria siceraria(Mol.) Standl.] y el calabacirClcurbita pepd..;
subsppepg.

Tradicionalmente el origen del melén se ha adjuftica Africa (Monforte & Alvarez,
2006). No obstante, los ultimos analisis realizagimsntan a un origen en Asia o Australia,
llegando el melon a Africa mas tarde (Monfortelet2014). En cualquier caso, si que esta
claro que los melones silvestres apenas llegars &0og de peso y probablemente se
empezaron a aprovechar por sus semillas (Pitrat.,e2000, 1999). Tras el inicio de la
domesticacion, el aprovechamiento de la pulpa diagir a selecciones que conllevaron el

aumento de tamafo del mesocarpo (Monforte etGil4)2

La sandia también tiene un origen africano (Pigtadl., 1999). Aunque las primeras
hipotesis hablan de un origen sudafricano, estuaiés recientes han situado su posible
origen al oeste de Africa cerca del desierto ddakai, Namibia (Chomicki & Renner,
2015). Las sandias silvestres son pequefias y raslgnsu sabor es muy amargo. Durante
la domesticacion se realizé una profunda presiorsaleccion especialmente sobre el
cromosoma 3 que alberga genes relacionados coadaracion, la sefalizacion mediada
por azucares, el transporte de los carbohidratet desarrollo del fruto (Reddy et al.,
2014).

Las semillas mas antiguas de sandia tienen ma8afeasios y se han localizado en Libia
(Wasylikowa & Van Der Veen, 2004), mientras querkegistros historicos parten milenios

mas tarde en Egipto, con representaciones en tucobas la de Tutankamon.

Ambas especies presentan gran diversidad (Figurgdr) lo que su clasificacion es
relativamente compleja comparada con otros culti$egin Monforte & Alvarez (2006)

el génerdCucumisse divide en dos subgénerbielo representado por el melon, el kiwano
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(C. metuliferusMey. ex Naud.), el pepinillo de India€.(Angurial.) y treinta especies
silvestres africanas; y el subgén€ocumis donde encontramos el pepir®. sativusL.)

Y Su especie silvestre.
Dentro de la especie. meloaparecen dos subespecies (Pitrat et al., 2000):

* Subespecieagrestis donde podemos encontrar frutos que van desde no
climatéricos, alargados, de piel lisa, carne firblanca y no dulce (var.
conomon consumidos en ensaladas o conservas como elgpgg@sando por
frutos climatéricos redondos o achatados, piel, lisane dulce y poco
aromatica como los de vanakuwa hasta frutos con forma de pera, sin aroma
y poco dulces (varchinesi$. Dentro de esta subespecie también hay dos
variedades con frutos no aromaticos y no dulces suslen consumirse
preferentemente cocidos: vanomordicacon frutos climatéricos, alargados o
achatados de piel lisa que se cosechan antes uhadarez para evitar que
estallen; y varacidulusque presenta frutos ovales o elipticos, de piald@or

naranja, carne blanca, firme y crujiente.
* Subespecienelo

0 var. cantalupensis Frutos de tamafio medio, de forma achatados a

ligeramente ovales, acostillados vy lisos, de caulee, color salmén,
aromaticos y climatéricos. Ejemplos: Cantaloups ant@lupos,

Charentais, Ogen, Vendratais.

o var. reticulatus. Frutos achatados a ligeramente ovales, de piel muy

reticulada, con o sin costillas, carne dulce y ddorc salmon.
Aromaticos y climatéricos. Ejemplos: Galia, Villaegos, Verde

oloroso reticulado, Grade alargado.

0 var.inodorus.Frutos que van de redondeados a elipticos, de qak
varia del blanco al verde oscuro uniforme o con ahas, con
frecuencia la piel es rugosa con o sin costilasarne blanca y jugosa,
sin aroma y no climatéricos. Ejemplos: Piel de s&pachet, Tendral,

Amarillo, Valenciano amarillo, Honeydew.

o var. flexuolus. Frutos muy largos (mas de 6 veces mas largos que

anchos) de piel verde claro, con bandas verde/clagale oscuro,
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acostillados o rugosos. El fruto maduro no es duidcearne es blanca y

son climatéricos. Ejemplos: Alficoz.

o Otros var. adana,var. chandalak,var. ameri, var. chate, var. tibish,

var. dudaimy var. chito.
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Figura 1. Diversidad de melones y sandias
(Cortesia The Davis Enterprise, 2014)

En el caso de la sandia, la espé&tidanatusse subdivide en dos subespec{éslanatus
var. lanatus que incluye la sandia dulce cultivada yda lanatusvar. dtroides que

incluye materiales amargos utilizados en conserva.

Dentro de la especie cultivada no hay variedad&nlmas reconocidas, aunque suelen ser
comunes las clasificaciones en funcion de la foteagloracion y la presencia de semillas
(Maroto, 2002). Este ultimo caracter es especialengnportante en la actualidad, ya que
el aumento del cultivo de esta especie se ha ligati@ otros aspectos al desarrollo de
variedades triploides que obvian el problema deriesencia de semillas durante el
masticado de la fruta. Asi los materiales cultisagdoeden clasificarse como:

» De frutos redondeados con semillas y pulpa roja:

o Corteza oscura: Sugar Baby, Catalana Precoz, PagmaN Valenciana

comun de semilla negra, Pilefia, Sayonara.

o Cortezarayada: Crimson Sweet, Imperial.
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» De frutos alargados con semillas y pulpa roja:

o Corteza oscura: Oden, Blacklee.
o Corteza rayada: Klondike, Principe Charles, Fajrzongo.

» De frutos redondeados y pulpa amarilla: Yellow ddtrpresa, Graciosa, Angela.

+ Variedades sin semillas:

o Corteza oscura: Sin, Fummy, Pasion, Fashion.

o Cortezarayada: Reina de Corazones, Jack of HEartgiesa.

1.2. Importancia del cultivo

Aunque el meldn y la sandia son frutos consumidiogipalmente en fresco, también son
utilizados en la elaboracién de confitados, zumdsagrbetes" (Baixauli, 2002; Reche,

2008). El consumo y auge del cultivo de ambas tit&oeas se ha visto limitado durante
mucho tiempo por dos inconvenientes. El primerages se trata de frutos muy grandes
que no suelen consumirse en una Unica comida.gbdhge es que el aspecto exterior no
refleja el grado de maduracién del fruto. Ambos, hem visto solventados por la

comercializacion de fruta partida. Asi el consumiadquiere menos cantidad de producto
y ademas es capaz de apreciar el estado de la fudjpgendo a este éxito, en la actualidad

esta en auge la comercializacidon dentro del segnuentuarta gama.

Estos cultivos tienen una gran importancia econarait Espafia. Segun los ultimos datos
de la Organizacion de las Naciones Unidas parditaefdtacion y la Agricultura, en el afio
2014, Espaia ocup6 el 7° lugar a nivel mundiabgordduccion de melon (Tabla 1) y 11°
en la produccion de sandia (Tabla 2). Ademas, gsaid con el mayor volumen de
produccion en Europa, exportando a la comunidaddaa mas del 50% de su produccion
de sandias (Pérez, 2015).

En Espafa, la produccion de meldn en la Ultima ddsa experimentado un cierto
descenso (Tabla 1), mientras que la produccion dadias ha permanecido
aproximadamente constante (Tabla 2). La Asociagd@®rganizaciones de Productores de
Frutas y Hortalizas de Almeria (COEXPHAL) atribugledescenso experimentado por el

cultivo del meldn a la competencia en el comeraimpeeo de zonas con menores costes de
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produccion como Marruecos, Brasil o Costa Rica.

<

Tabla 1. Evolucion de la produccion de melon de los prineipgaises en millones de g

toneladas (FAO, 2014). No incluye sandias. o

pd

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 ‘8

China 12,08 13,05 1392 1421 16,07 12,22 17,25 17,26 13,39 14,41 1483 8

Turquia 1,7 1,83 177 166 1,75 168 161 165 171 1,70 1,71 8

Iran 1,22 158 137 166 1,33 128 127 144 144 146 148 5

Egipto 056 057 075 083 092 092 108 104 1,01 092 1,05 =
Kazajistan 0,15 0,16 016 019 022 027 033 046 08 077 0091
EE.UU. 1,23 1,18 113 1,11 1,04 104 104 1,02 091 099 0,79
Espafia 1,07 1,09 109 1,18 1,04 098 093 087 08 08 0,75
Marruecos 067 065 065 073 074 089 057 078 072 070 0,74
Brasil 034 035 050 050 034 040 048 050 058 057 0,59
México 053 058 057 054 058 055 056 056 057 056 0,53

Tabla 2. Evolucion de la produccion de sandias de los pales paises en millones de
toneladas (FAO, 2014).

2004 2005 | 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

China 57,83 60,11 62,85 62,26 63,02 6500 6841 69,14 7096 73,16 75,05
Turquia 3,83 3,97 3,81 3,80 4,00 3,81 3,68 3,86 4,04 3,89 3,89
Iran 2,53 3,26 2,87 3,33 2,57 3,07 3,47 3,19 3,22 3,69 3,57
Brasil 1,72 1,64 1,95 2,09 2,00 2,07 2,05 2,20 2,08 2,16 2,17
Egipto 1,59 1,87 2,03 1,91 1,49 1,65 1,64 1,51 1,87 1,59 2,01
Uzbekistan | 0,57 0,62 0,74 0,84 0,98 1,07 1,18 1,29 1,42 1,56 1,70
Argelia 0,72 0,86 0,79 0,82 0,84 1,03 1,22 1,29 1,50 1,50 1,61
EE.UU. 1,67 1,74 1,91 1,69 1,81 1,76 1,89 1,69 1,64 1,64 1,51
Rusia 0,92 0,96 0,99 0,85 1,38 1,42 1,15 1,57 1,45 1,42 1,43
México 1,00 0,86 0,98 1,06 1,20 1,01 1,04 1,00 1,03 0,95 0,95
Espafia 0,82 0,72 0,73 0,79 0,72 0,85 0,78 0,77 0,87 0,87 0,86
India 0,30 0,31 0,32 0,34 0,35 0,36 0,37 0,38 0,40 0,40 0,41
Meldén Sandia
19% 1% 2% = Secano

' ’ Regadio - Aire
530 libre
(i
80% m Regadio -
Protegido

Figura 2. Produccion de meldén y sandia en secano y regadéba#io 2014 (% toneladas)
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(MAPAMA, 2015).

La mayor parte del melon espafiol procede de regddime libre, seguida a distancia por
regadio en cultivo protegido (Figura 2). En la atitlad el cultivo en secano representa el
1% de la produccion. Hay que tener en cuenta, staote, que el rendimiento en cultivo
de regadio al aire libre y en secano son un 17%% &ferior al correspondiente cultivo
en regadio protegido. Asi, en realidad la superfauiltivada de melén en secano es del
4%. La mayor produccion y area plantada de melon,un 34% del total de Espafa, se
encuentra en Castilla-La Mancha seguida por Mwyrddadalucia (Figura 3). En Castilla-
La Mancha, Ciudad Real aporta casi 6800 hectar2a8.0q00 toneladas) y Toledo
aproximadamente 1.000 hectareas (MAPAMA, 2015 Esgion produce principalmente
melones de estacion en verano. La region de Anidalyrincipalmente Almeria, se
caracteriza por agricultura intensiva en cultiva suelo en invernaderos, con 2100
hectareas en 2014 (Baixauli & Aguilar, 2002; MAPAMZ015; Tol6n and Lastra, 2010).

En cuanto a las exportaciones de melon, Espanatexp@s del 50% de su produccion

(Tabla 2 y 3) siendo Murcia la comunidad autonom@a mayor volumen de exportacion,

seguida de Andalucia y la Comunidad Valencianal@rap
5% 3%

7% Castilla-La Mancha

m Murcia

2204 Andalucia

m Extremadura
m C. Valenciana

m Otras

Figura 3. Produccion de melones en miles de toneladas damiasnidades mas relevantes
de Espafa en el ailo 2014 (MAPAMA, 2015).

En el caso de la sandia, la produccion en secanioiéa es testimonial, representando un
2% de la produccion total. Sin embargo, al condrate lo que ocurre en meldn, la

produccion del cultivo en regadio al aire librerotpgido es similar (Figura 2). Andalucia

produce mas del 60% de la produccién espafiolardiasaseguida por Murcia y Castilla-

La Mancha (Figura 4). El 98% de esta produccidodessegadio (Figura 2), y casi el 50%
se realiza como cultivo protegido (MAPAMA, 2015).
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De la misma forma, Andalucia es el mayor exportagguida de Murcia y Comunidad
Valenciana (Tabla 3).

3% 4%
5% Andalucia

12% m Murcia
Castilla-La Mancha

m C. Valenciana
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m Extremadura

m Otras

Figura 4. Produccion de sandias en miles de toneladas defasnidades mas relevantes
de Espafia en el afio 2014 (MAPAMA, 2015).

Tabla 3. Exportaciones de melén y sandia (en miles de adas) de las principales
Comunidades Autbnomas de Espafa (FEPEX, 2016).

2012 2013 2014 2015 2016

Mel6n Sandia Melén Sandia Melén Sandia Melon Sandia Melén  Sandia
Andalucia 915 227,2 98,2 2451 79,6 2449 90,6 @ 302,3 94,7 346,2
Murcia 204,3 125,6 196,0 144,7 2098 144,3 230,5 160,99 2274 1615
C. Valenciana 98,3 1356 822 1304 72,1 1276 69,2 1418 70,2 1523
Castilla — La Mancha 19,6 53 13,5 6,1 16,5 7,3 16,3 12,2 208 213
Catalufia 13,2 11,6 13,1 10,0 157 9,7 18,5 12,1 16,7 11,2
Madrid 2,3 1,6 5,8 4,7 8,3 22,9 8,0 23,7 125 247
Extremadura 1,6 0,8 0,8 0,8 1,0 0,9 0,1 0,4 0,4 1,4
TOTAL 431,7 508,2 4105 542,2 404,1 5582 434,7 654,6 4444 7194

1.3. Tendencias productivas y de mercado

El cultivo de meldn y sandia ha ido cambiando largo de los afios. En el caso del meldn,
las variedades tradicionales de “larga vida” hada@aracticamente en el olvido debido al
cultivo forzado y la globalizacion del mercado agl&, con importaciones desde el
hemisferio sur. En el caso de la sandia, el cordmmasocia el concepto de variedad

tradicional a una sandia redonda y oscura, cuandeaidad en el levante espafiol las
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variedades mas antiguas eran las conocidas coméoriass, con frutos oblongos y

rayados.

Ambas especies estdn no obstante arraigadas erb@nsciente popular y aunque la
diversidad existente es muy amplia, su aprovech@mien el mercado nacional esta muy
limitado. En el caso del meldn, muchas variedadeBdionales han caido en el olvido. Al

caso de las variedades “larga vida” como podriaetefendral, se suman otras de
coloracion externa blanca o amarilla. La mayor eael mercado nacional se asocia al
“Piel de sapo”. Otras variedades como las pertenges al grupo cantalupensis no han
cuajado en el mercado nacional, aunque se culfpaea exportacion. En el caso de la
sandia, a pesar de existir variedades de coloratiéma amarilla o naranja, el color rojo

oscuro es el predeterminado por el consumidor natici bien la forma redonda y el

color verde oscuro uniforme ha sido durante mudiims el preferido, el desarrollo de las
primeras variedades triploides conllevé la aceptade los patrones rayados utilizados
para diferenciarlas de los polinizadores diploideéstas variedades, en la actualidad

disponibles en color uniforme verde oscuro casrmetdpminan el mercado.

En ambas especies se trabaja por ofrecer frutoeet®r tamafio. En el caso del melén
esta tendencia pasa por ofrecer frutos de variedadeno “Galia”, “Amarillo” o
“Cantalupo” de menor tamafio. En el caso de la sands variedades “mini” han
experimentado cierto auge. No obstante, la tendaeteemercado mas importante en ambas
especies, como ya se ha comentado, es la comeaciah de fruto cortado que permite el
consumo de piezas pequefas en las que se apreal&&l de la fruta.

Desde el punto de vista del cultivo, la tendencigEspaiia ha consistido en priorizar el
cultivo en regadio. Como se ha comentado, en agdgesies el cultivo en secano es muy
reducido y el cultivo en regadio al aire libre eganta en la actualidad la mayor parte de la
produccion. Uno de los problemas que han tenido spleentar ambas especies es su
elevada susceptibilidad a enfermedades del suedoedda forma, en muchas zonas la
subsistencia del cultivo ha pasado por la necesidadmplear plantas injertadas sobre
patrones resistentes. El injerto, no obstante, @texgler una repercusion negativa sobre la
calidad que hay que vigilar. Asi, en Europa hensistido desde los afios 90 a una
evolucion desde una agricultura de cantidad hawaagricultura de calidad (Bouma et al.,

1998), por lo que la calidad no debe descuidarse.

10
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El uso del injerto en melén y sandia

El injerto es una técnica efectiva muy utilizadéauabnente en hortalizas para la lucha
contra patdgenos (hongos, nematodos y otros) elitahcontacto de la variedad sensible
con el agente patdgeno. Su interés también sendgtia la hora de favorecer cierto nivel
de tolerancia a factores abidticos tales como: égatpra, salinidad, sequia, etc. (Davis et
al., 2008).

Esta técnica puede definirse como la unidon de dosgnes de tejido vegetal de modo que
se unan, crezcan y se desarrollen como una sakap{elartmann et al., 1997). Es un

meétodo en el que una porcion de tejido procedeatairth planta (llamada variedad o
injerto) se une sobre otra ya asentada, el patednb{én llamado portainjerto o pie). La

variedad comercial sensible se injerta sobre um@at@l resistente, que puede ser un
ancestro o simplemente una planta de otra espe@aaro de la misma familia.

En el caso del melén y la sandia el injerto colm@eeial interés en la lucha contra los
nematodos y la fusariosis, una de las principatfdermedades en estos cultivos. Esta
enfermedad esta causada parsarium oxysporunschitdl. (f. sp.melonisen melon y
niveumen sandia) que infectan suelos de algunas zorma®deccion intensiva en Espafa
como Almeria (Camacho, 2000). El efecto se prodiesde el trasplante, al entrar en
contacto con los hongos del suelo, produciendoslaidibles (amarrillo-pardo) a nivel de
hojas y tallos, conduciendo a la necrosis del migteascular y muerte de la planta; y por
consecuencia una disminucion drastica de la pradinck los cultivos.

El injerto cobra especial importancia desde quprehibié en Europa el uso de bromuro
de metilo (Miguel et al., 2004). Este era el mejogtodo de desinfestacion del suelo
disponible, pero fue prohibido en Europa a parél 2005 segun el Reglamento (CE)
n° 2037/2000 del Parlamento Europeo y del Consgjbre las sustancias que dafian la
capa de ozono. Se trata no s6lo de una alternaticgente, sino que ademas es

completamente respetuosa con el medioambiente.

No es por tanto de extrafiar que su uso en esttigosuse haya popularizado rapidamente.
Asi, en un informe realizado sobre la situacion id@rto en Espafia, se puede ver el
creciente uso de esta técnica desde mediados @9 |gsincipalmente en la Comunidad

Valenciana (Figura 5) y en avance en otras zongsaeproduccion (Hoyos, 2007).
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Figura 5. Evolucion del porcentaje de sandia injertada &e@nfa sin injertar en semilleros
de la Comunidad Valenciana (adaptado de Hoyos,)2007

Desde sus primeros usos en cucurbitaceas en E(mapeipios de los afios 60 para melén
y finales de los 70 en sandia) los métodos detinfean ido evolucionando, aunque el mas
utilizado para estos cultivos es el de “aproximati¢descrito por Chavagnat, 1972;
Suzuki, 1972), en el que durante la fase de uriénconservan los sistemas radiculares
tanto del patron como de la variedad (Figura 6)p8ede considerar que este método
presenta ventajas como facilidad, rapidez y, stiate, asegura la supervivencia de ambas
partes frente a condiciones ambientales fluctuanfede método esta ampliamente
extendido en Espafia y ya existen empresas que cializan las plantas injertadas para su

trasplante (Miguel, 2009).

Figura 6. Ejemplo de injerto.
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Rouphael et al. (2010) revisaron el efecto delriojeobre distintos aspectos agronémicos
y de calidad de hortalizas. En el caso del mel@a sandia, el injerto puede conllevar en
estas especies un aumento de la productividad fmort@l aumento del tamafo de los
frutos como por el numero de frutos por planta.pet® al aspecto exterior no sélo
destaca el mencionado aumento de tamafo, sinoriarnmeidencia de defectos externos.
Desde el punto de vista de la calidad internaneiaa especies el injerto suele aumentar la
firmeza de la carne. Esto no tiene porque reprasemt aspecto negativo, aunque si lo
seria un aumento de la fibrosidad de la carne,robde en algunos casos (Muramatsu,
1981). El injerto también afecta a la acumulaci@ sblidos solubles totales y mas
concretamente de azucares en el fruto. No obstdose,resultados contradictorios
obtenidos en los estudios que analizan este gbectren sugerir que es muy dependiente

de la combinacion portainjerto-variedad y del amtgieen que se cultiva.

Los efectos del injerto sobre un aspecto clavaaalidad organoléptica como es el aroma
han sido muy poco estudiados, fundamentalmentéapdificultad que entrafia su analisis.
En el caso del meldn, Condurso et al. (2012) olaservque los frutos de melon “Proteo”
(var. reticulatug obtenidos a partir de plantas injertadas en pgetdos de hibridos de
calabaza Qucurbita maxima x Cucurbita moschaty melén resistente (“Energia”),
mostraron producciones superiores a los contraesjartados, mientras que los perfiles
de volatiles fueron similares y los carotenos auaren en diversidad y cantidad en los
portainjertos de hibridos de calabaza; sin embangeasi todos los injertos la acumulacion
de los compuestos claves como ethyl 2-methylbutanga ethyl butanoate se vio
disminuida. Por su parte, un estudio realizado ksn mismos portainjertos pero en
melones varinodoruspresentaron una reduccion de la acumulacion d&8-f#¥)nen-1-ol y
(2)-6-nonenal de entre un 20-60% Yy 8-45% resperttérde; aunque debido al aumento en
la produccién y tamafio de los frutos, se recomiehdso de dos portainjertos hibridos de
calabaza: RS841 y Polifemo (Verzera et al., 2014).

En el caso de la sandia, Petropoulos et al. (28ggrvaron que los frutos provenientes de
plantas injertadas en hibridos de calabatagenariasp. presentaban similares ventajas
en la productividad, pero un aumento en la sintdsi®s aldehidos (E,Z)-2,6-nonadien-1-
al y (E)-2-nonenal que se relacionan al aroma tevigtico de pepino, lo cual en cierta

medida puede ser perjudicial en el aroma de sandia.

En conclusion, se puede decir que el injerto ensestiltivos es beneficioso en varios

aspectos productivos, pero la calidad organolépdiedos frutos debe ser evaluada y
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Introduccién General

comprobada para cada combinacion de patron injatta encontrar la que aporte la
resistencia requerida sin afectar las caractemistite calidad de la variedad objetivo.
Ademas, debido a que las caracteristicas aromateastos frutos se estan convirtiendo
en un distintivo de calidad, es fundamental dispoleemétodos de evaluacién y seleccion

precisos y suficientemente rapidos.

El uso de determinaciones sensoriales en prograteasiejora resulta practicamente
inviable por la gran cantidad de muestras a evallaicomplejidad del proceso. Esto hace
gue haya una tendencia creciente en el uso denideémiones analiticas que resultan mas

precisas y objetivas.

2. CALIDAD

La calidad se define como la propiedad o conjut@rbpiedades inherentes a algo, que
permiten juzgar su valor (RAE, 2014). Normalmerngehgabla de productos de calidad

cuando se quiere manifestar que tiene una elewadttad, por lo que el concepto acaba
implicando a aquellas caracteristicas que defihgmaglo de excelencia o superioridad de
un producto (Kader, 2002).

Como objetivo comercial, la calidad en el sectatdfauticola se dirige a explotar aquellas
caracteristicas que consigan satisfacer al clidbésde este punto de vista, cuando el
consumidor tiene que tomar la decision de compgmaproducto, la calidad se acaba
convirtiendo en un complejo de muchos atributoguras percibidos por el cliente en
momento de la compra (calidad organoléptica exjeyr@ros que pueden ser percibidos
durante el consumo (calidad organoléptica intemaio ser percibidos (calidad interna

funcional).

2.1. Calidad organoléptica

La calidad organoléptica hace referencia a lascteniaticas del alimento que percibe el
consumidor a través de los sentidos. Es por tantoomcepto complejo y variable. Por
ejemplo, en tienda, el alimento se percibe fundaah@ente por su aspecto exterior

percibido a través de la vista (color, forma, umfmlad, etc.), por el aroma externo
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percibido por el olfato o por la dureza percibida pl tacto. En este momento prima por
tanto la calidad organoléptica externa. Durantecahsumo, se percibe la calidad
organoléptica interna. De nuevo participa la vigealuando aspectos como el color
interno o la estructura del alimento, el tactoaestz a través de las sensaciones del
masticado (arenosidad, harinosidad, crujiente,gulgal, etc.) y el aroma, afiadiéndose el

gusto (dulzor, acidez, amargor, etc.) y el aronberimo percibido también retronasalmente.

Como se ha comentado, la apariencia es la primgreesion que el consumidor tiene del
producto y la que lo llevara a decidir si comprapuoducto u otro. Puesto que una gran
parte de los consumidores toma dicha decisién dg@dentro del propio supermercado
(Lopez, 2003), los atributos de calidad extern@®evierten en un aspecto importante a

tener en cuenta a la hora de definir la calidadrdproducto.

En muchas frutas y hortalizas, aspectos externo® awmlor, tamafio, etc. dan una idea de
la madurez del producto. En el caso de melon yiaatal apariencia externa no permite
diferenciar con eficacia el estado de madurez ejuelse encuentra el fruto. De ahi, la
creciente tendencia a encontrar en el mercado melgéandia presentados como fruto
cortado (Beaulieu et al., 2004; Fonseca et al.4P6a los que el consumidor es capaz de
apreciar el estado de la pulpa y tener mas infadmasobre la madurez del producto que
va a adquirir (Figura 7). Ademas, al tratarse déoB de gran tamafio, otra ventaja de este

tipo de presentacion es que permite comprar meardgiad de producto.

El éxito de esta estrategia comercial y la granateta de fruto cortado han favorecido que
el concepto haya ido evolucionando, llevando abhde#o de productos en los que el
meldn o la sandia se presentan envasados en atandstelificada tras ser pelados y

troceados, listos ya para comer (Torres & MiqueQ3).

Figura 7. Oferta de frutos de melén y sandia cortados etoplaventa.
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Introduccién General

A diferencia de la calidad organoléptica exteraazdlidad organoléptica interna no puede
ser juzgada por el consumidor hasta que el frutoemoconsumido y por tanto no

condiciona la decisibn de compra. Sin embargo, sesttibutos son los que van a
determinar que el consumidor siga comprando elymtodo no lo haga, ya que confirman

o desmienten las apreciaciones percibidas corliadaexterna.

La calidad organoléptica interna viene determinpda atributos relacionados con el
aspecto interno (espesor de la pulpa y de la @rtamafio de la cavidad placentaria, color
de la pulpa) y su composicidn bioquimica (conterédoazucares y aromas) (Monforte &
Alvarez, 2006; Pretel et al., 1993).

En el caso de melon y sandia, la calidad organo&pinterna viene definida
principalmente por su sabor y aroma (Fallik et2001; Kourkoutas et al., 2006; Shalit et
al., 2001). El sabor de estos frutos guarda ureid directa con el contenido de azucares
(Yamaguchi et al., 1977), estando matizado ens da algunos melones por la presencia
de acidos organicos. Tanto los melones de tipoedotmmo las sandias tienen un bajo
contenido en acidos organicos, siendo los mas ambesl en fruto maduro los acidos
citrico y mélico (Chachin & Iwata, 1988; Liu et,&012; Wang et al., 1996).

En cuanto a los azlcares, los principales presemtestos frutos son glucosa, fructosa y
sacarosa (Lester, 2008; Yoo et al., 2012). En mdddsacarosa es el azucar mayoritario en
fruto maduro de las variedades consideradas rinaazéacar, mientras que glucosa y
fructosa destacan en las variedades menos dultgsa(Sky et al., 1999b). En el caso de
la sandia, algunos genotipos acumulan una maydidadnde sacarosa mientras que en
otros el azUcar mayoritario es la fructosa. Al cambd de lo que parece ocurrir en melén, el
fruto podria emplear la fructosa y glucosa adenedsa dacarosa como azucares de reserva,
lo que implica que las sandias con mayor acumulad® azucares totales no serian
necesariamente aquellas que acumulan mas sacdasadt al., 2010). Tanto en melén
como en sandia, en las primeras etapas del cretoniel fruto, destaca la presencia de
fructosa y glucosa, mientras que la sacarosa caaien acumularse en etapas mas
avanzadas de la maduracién. Este aumento en etnidoten sacarosa no se realiza
utilizando las hexosas existentes, sino que la agacarosa se suma a la fructosa y
glucosa ya presentes. Asi, la sacarosa provendriaicitatos de carbono transportados
desde las hojas a los frutos durante el procesoatkiracion (Hubbard et al., 1989). Para
explicar el proceso, Gross & Pharr (1982) proposieque la estaquiosa y rafinosa se
traslocarian desde las hojas al fruto y en el padarse hidrolizarian generando galactosa,
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gue entonces se emplearia para sintetizar sac&stsahipotesis partia de la ausencia de
estaquiosa y rafinosa en el mesocarpo del frutbe®ibargo, en estudios posteriores si que
se han detectado en este tejido del fruto, pout g propuso que este metabolismo no
tendria lugar en el pedunculo sino en el fruto ¥ da hidrélisis seria muy rapida,

explicando los bajos contenidos de estos azUcHrdsbard et al., 1989).

La variacion del contenido en azucar en estas espesta estrechamente relacionada con

la actividad enzimatica implicada en el metabolisdeolos azucares. En este proceso
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participan invertasas y enzimas implicadas enritesis de sacarosa: Sacarosa Sintasa, SS
y Sacarosa Fosfato Sintasa, SPS (Yativ et al.,)2@E0 el caso de las invertasas, se ha
observado una correlacion negativa entre la coram@ah de estas enzimas y la de
sacarosa en los frutos. Por el contrario, las esziimplicadas en la sintesis de sacarosa
aumentan su actividad en las etapas en las quasseva mayor acumulacion de sacarosa.
En el caso de la sandia, la enzima SS, que preseathaja actividad durante los primeros
meses de crecimiento aumenta de forma importandia leh final de la maduracion en
genotipos con alto contenido en sacarosa, miewquasen los genotipos en los que la
concentracion final de sacarosa es baja, se apuecidescenso de su actividad durante
todo el proceso de crecimiento. En el caso de B 8R las variedades consideradas como
pobres en sacarosa, la actividad del enzima esrmggm®oen las de alta concentracion de
éste azucar. En ambos tipos de variedades, ladactide la enzima se mantiene constante

durante el crecimiento del fruto (Yativ et al., 21

En el caso del meldn, es necesario un descensoalgividad de la invertasa para que se
produzca la acumulacion de sacarosa pero, puestelgqlescenso de la actividad de esta
enzima va asociada a un aumento de la madura@oagumulacion final de sacarosa

parece estar marcada en mayor medida por la aativdd la enzima SPS (Hubbard et al.,
1989).

Pero, como se ha indicado anteriormente, la caliganoléptica del meldn y la sandia no
s6lo viene dada por el contenido en azUcares, gum® los compuestos volatiles

responsables del aroma también jugarian un pajpelriemte.

En el caso del meldn, se aprecian diferencias itaptas en dichos volatiles en funcion de
si se trata de frutos climatéricos o no climaté&idas frutos climatéricos son aquellos que
presentan un aumento en la actividad respiratsgaiada a la maduracion del fruto debida
a un aumento de la produccion autocatalitica deneti(Bower et al., 2002). Estos frutos
son capaces de continuar su maduracion después deparados de la planta siempre que
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hayan alcanzado su madurez fisiolégica mientragigegunidos a ésta; mientras que los
no climatéricos solo contindan con su proceso déuna&ion si se encuentran unidos a la

planta, no presentando apenas variacion en lssmte etileno durante este proceso.

Dentro de los compuestos volatiles que determinarmarema de mel6n en frutos
climatéricos en estado maduro destacan los ésteegsjdos de cantidades mucho mas
pequefias de aldehidos y alcoholes de cadena neqglienos y lactonas (Bauchot et al.,
1998; Shalit et al., 2001). Los frutos no climatés son menos aromaticos que los
anteriores, presentando mucha menos proporciostdecé y destacando los alcoholes de
cadena media y corta y los aldehidos alifaticostii€aet al., 2006; Shalit et al., 2001).
Ademas, se ha observado que la porcion volatibsrirltos climatéricos varia mucho su
composicion en funcion de si los frutos estan éadesmaduro e inmaduro; mientras que
en melones no climatéricos se observan so6lo pequefiaciones en la porcién volatil en

funcion del estado de madurez del fruto (Shakdl.e2001).

La formacion de los aldehidos deriva de la degiadade acidos grasos, formandose los
alcoholes a partir de aldehidos o por degradac#&rardino acidos. En el caso de los
ésteres, la formacién se da por esterificaciénldehales y acidos carboxilicos, estando
implicadas las alcohol aciltransferasas (ATT). Es®tazimas catalizan la transformacion al
alcohol correspondiente a partir de acetil-CoA (Bled al., 2001). En el caso del melon,
se han detectado hasta cuatro miembros de este deupnzimas, estando presentes en
melones aromaticos en estado maduro, mientras@sge ha detectado actividad de estas
enzimas en melones inmaduros o en tipos no aroosficatzir et al., 2006; Yariv et al.,
2004). En melones con acumulacion de carotenoidedgn detectarse compuestos como

la B-ionona provenientes de la degradacion de los nagBarger et al., 2006).

En sandia, los principales componentes de la fincmlatil son aldehidos y alcoholes con
cadenas de nueve atomos de carbono, encontrargiodéén otros compuestos como
cetonas, lactonas y furanos (Beaulieu & Lea, 26060 et al., 2003; Yajima et al., 1985).
Al igual que en los frutos no climatéricos de melén sandia también se ha comprobado
la falta de actividad de alcohol aciltransferadaesda et al., 1997). Teniendo en cuenta el
alto contenido en carotenoides, en esta espediatdade degradacion de carotenoides
aporta una fuente de volatiles muy importante egefanicion del aroma de la sandia. Una

ruta muy similar a la presente en tomate (Lewinsathal., 2005).

Hasta el momento se han encontrado mas de 300 estopugue pueden intervenir en el
aroma a melén y alrededor de 80 en el caso denlliaseEn ambos casos alrededor de 63
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compuestos definen en gran medida el perfil detNedédde ambas especies (Tabla 4).

Tabla 4. Principales compuestos organicos aromaticos pies@&m muestras de melon y
sandia (Aubert & Pitrat, 2006; Beaulieu, 2006a, 62Q0Beaulieu & Grimm, 2001;
Beaulieu & Lea, 2006; Homatidou et al., 1992; Jardtal., 2001; Kourkoutas et al., 2006;
Liu et al., 2012; Obando-Ulloa et al., 2008; Obatdioa & Ruiz, 2010; Perry et al., 2009;
Saftner et al., 2006; Verzera et al., 2011).
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COMPUESTOS

Methyl butyrate
Methyl 2-methylbutyrate
2-methylpropyl acetate
Ethyl butyrate

Ethyl 2-methylbutyrate
Butyl acetate

Hexanal
(Z,2)-3,6-nonadienol
Propyl butanoate

Ethyl pentanoate

Butyl isobutyrate
Isobutyl butyrate

Ethyl (E)-2-butenoate
Amyl acetate

Heptanal

Methyl hexanoate
Eucalyptol

Butyl butanoate

Ethyl hexanoate
1-pentanol

Isoamyl butanoate
Hexyl acetate

Octanal
(2)-3-hexen-1-ol acetate
E-2-heptenal

Ethyl heptanoate
6-methyl-5-hepten-2-one
1-hexanol

Heptyl acetate
Z-3-hexen-1-ol

Nonanal

N2 CAS
623-42-7
868-57-5
110-19-0
105-54-4
7452-79-1
123-86-4
66-25-1
53046-97-2
105-66-8
539-82-2
97-87-0
539-90-2
623-70-1
123-86-4
111-71-7
106-70-7
470-82-6
109-21-7
123-66-0
71-41-0
106-27-4
142-92-7
124-13-0
3681-71-8
18829-55-5
106-30-9
110-93-0
111-27-3
112-06-1
928-96-1
124-19-6

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

COMPUESTOS
E-2-octenal
(2)-6-nonenal

Octyl acetate
(E,E)-2,4-heptadienal
Decanal
(E,E)-2,4-hexadienoic acid, ethyl ester
Benzaldehyde
(E)-2-nonenal
Linalool

1-octanol

Ethyl 3-(methylthio)propanoate
(E,Z)-2,6-nonadienal
B-ciclocytral
Phenylacetaldehyde
1-nonanol
2-hydroxybenzaldehyde
Z-3-nonen-1-ol
E,E-2,4-nonadienal
Z-6-nonen-1-ol
Benzyl acetate
1-decanol
E,Z-2,6-nonadien-1-ol
E,E-2,4-decadienal
Phenethyl acetate
Geranylacetone
Guaiacol

Benzyl alcohol
2-phenylethanol
B-ionone

Phenol

Eugenol
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N2 CAS
2548-87-0
2277-19-2
112-14-1
881-39-5
112-31-2
2396-84-1
100-52-7
18829-56-6
78-40-6
111-87-5
13327-56-5
557-48-2
5392-40-5
122-78-1
143-08-8
90-02-8
10340-23-5
5910-87-2
35854-86-5
140-11-4
112-30-1
28089-72-9
25152-84-5
103-45-7
689-67-8
90-05-1
100-51-6
60-12-8
14901-07-6
108-95-2
97-53-0
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2.2. Calidad nutricional y funcional

La calidad nutricional de un alimento esta relaadmcon la capacidad que éste tiene para
aportar al organismo la energia y nutrientes neosspara el buen funcionamiento del
mismo, mientras que la calidad funcional conten@habién la presencia de compuestos
bioactivos que sin ser nutrientes ayudan a prewriermedades. En ambos casos, se trata
de una calidad no percibida, ya que el consumidando compra el fruto o lo ingiere
desconoce si realmente tiene una elevada calid@iivauo funcional. Es decir, hace un
acto de fe respecto a la publicidad que se had@sdeariedades compradas (Grunert et al.,
2000).

El meléon y la sandia son frutos compuestos prifitipate por agua (92 y 95%
respectivamente) y una cantidad variable de azsicgpendiendo de las variedades (6 y
4.5% respectivamente) Se trata de frutos de bapbenmlo cal6rico, con un contenido
graso inferior al 0.5%. Ademas, también present@rtac cantidad de minerales
(principalmente potasio) y vitaminas (Tabla 5). ércaso del melén, podemos encontrar
cantidades importantes de acido ascérbico y adlimof(Lester, 2008). En sandia también
se puede encontrar acido ascorbico (Yoo et al2R2@unque en menor cantidad que en el

melon.

Méas alla del contenido en vitaminas, en los fruses puede encontrar otro tipo de
compuestos bioactivos, en general de gran podexatd@nte, que pueden contribuir a

prevenir enfermedades, principalmente cardiovasesilg degenerativas en el organismo
(Kohlmeier et al., 1997; Marti et al., 2016; Vanybu& Pivonka, 2000). Son estos

compuestos los que determinan la calidad funcidadbs frutos de melén y sandia entre
los cuales destacan, los carotenoides.

El B-caroteno es el principal carotenoide presente eédmde pulpa naranja, encontrando
también luteina en menor cantidad (Laur & Tian,1J0En el caso de la sandia, en los
frutos de pulpa roja destacan licopeno, fitoerfiscaroteno, encontrando también menores
cantidades de fitofluend;caroteno y luteina; mientras que en sandias deamaranja
destaca ep-caroteno y, en sandias de pulpa amarilla, violaxary luteoxantina (Liu et
al., 2012).

Por otro lado, dentro de la calidad funcional desdadia, cabe destacar la citrulina, un
aminoacido presente en distintas variedades defreste (Rimando & Perkins-Veazie,
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este aminoacido tiene un papel

Componente

Agua (g 100g™)
Proteinas (g 100g?)
Calorias (Kcal 100g)
Grasas (g 100g?)
Hidratos de carbono (g 100g™?)
Fibra (g 100g™)
Potasio (mg 100g™)
Hierro (mg 100g™)
Sodio (mg 100g™)
Fésforo (mg 100g?)
Magnesio (mg 100g)
Calcio (mg 100g™)
Vitamina C (mg 100g™)

Vitamina A: eq. Retinol (g 100g?)

Tiamina (vit. B1) (mg 100g™?)
Riboflavina (vit. B2) (mg 100g™)
Niacina (vit. B3) (mg 100g?)
Acido félico (mg 100g™)

Carotenoides (eq. de caroteno) (ug 100g?)

Melo6n

92.4
0.6
28
0.28
6.0
1.0
320
0.21
14
18.0
17
14
25
5.4
0.04
0.02
0.5
17
669.3

2005). La citrulina participa en el metabolismdalarginina, un aminoacido esencial en el
caso de nifios y esencial condicional si se tratadidtos, en concreto en casos de
traumatismo, quemadura, reseccion del intestingadiel o deficiencia renal. De hecho,
importante en fuesio renales,
cardiovasculares, digestivas e inmunes (Flynn et 28102). Numerosos estudios han
relacionado el aumento de arginina en plasma caomdumo de sandia (Collins et al.,
2007; Mandel et al., 2005).

Sandia

94.6
0.4
21

0.43
4.5
0.5
120

0.30

5.5
11

33.0

0.02

0.02
0.3

151.4

pulmonares,
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Tabla 5.Composicion de melén y sandia en 100 g de poroémestible (adaptado de
Moreiras et al., 2013).
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3. EVALUACIONES DE LAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD
ORGANOLEPTICA

3.1. Analisis Sensorial

La mejor forma de valorar la calidad organolépésain duda el analisis sensorial. Se trata
de un conjunto de técnicas que pretende medirslauesta del hombre ante un alimento
determinado, percibida a través de los sentiddsiciendo al maximo influencias externas

(Lawless & Heymann, 2010).

Uno de los principales problemas que representandlisis sensorial deriva de las
limitaciones de los paneles de cata. Estos puestanfermados por panelistas entrenados,
capaces de percibir diferencias minimas en el sgbde dar valoraciones coherentes
(segun su grado de entrenamiento), o por panelesrd@imidores, que sin ser tan precisos
pueden dar una idea del grado de aceptabilidagrdducto en el publico en general. En
cualquier caso, los andlisis sensoriales se veitalilos por la cantidad de muestras que
puede procesar un panel sin llegar a saturarsemas] incluso en paneles entrenados, el

panelista acaba representando la mayor fuentergeigm (Bucheli et al., 1999).

Por ello, cuando se trata de valorar las difersnerael perfil aromatico de un gran nimero
de muestras no es realista recurrir a paneles @ ga que por su coste y limitada
capacidad de andlisis seria impensable. Esta esituzaion tipica de un programa de
mejora genética, en el que se tienen que fenotigatos o miles de muestras en poco
tiempo. En muchos casos, este tipo de analisib@el@ en etapas finales de programas de
mejora para realizar una seleccion final entre amero reducido de materiales pre-
comerciales. Pero quiza para entonces sea demasiatito De hecho, por ejemplo en
tomate se ha comprobado que una de las principases de la pérdida de calidad
organoléptica en las variedades modernas ha resghdno tener en cuenta el perfil
aromatico durante los programas de seleccion. Refesna, aunque se ha seleccionado
por la cantidad de azucares y acidos, se han peatitbs favorables a la acumulacion de
volatiles derivados del metabolismo de los caratls) volatiles que a su vez intensifican

la percepcion del dulzor (Tieman et al., 2017).

Una forma de soslayar estas limitaciones seriacdelgar atributos sensoriales
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indirectamente a partir de otras variables, pompjJe de composicion analitica, que
tengan una elevada correlacion con las sensorjabtpse permitieran una evaluacion y

seleccion en grandes cantidades de muestras da Gijetiva.

En este contexto, es necesario contar con mediaétieas objetivas y precisas que
correlacionen con la percepcion sensorial y quepeosiita continuar con la seleccion de
materiales de calidad, procesando un elevado nudeeruestras. Varios trabajos se han
publicado en meldn y sandia a este respecto. Easel del melon, Beaulieu et al. (2004)
relacionaron el estado de madurez (medido comorrdéleade la capa de abscision) de
frutos de tipo Cantalupo con atributos sensoriaédacionados con sabor, tratando de
establecer el mejor estado de madurez en la rexdepara la comercializacion de fruta
cortada. En este estudio también se correlacionamexntidas instrumentales y sensoriales
de textura. Por otro lado, también se ha podidopewar la fraccion volatil de tres tipos de
cultivares diferentes de melon (Cantalupo, Galiddgheydew) medida por medio de
microextraccion en fase solida (SPME) con atribidesaroma y sabor medidos por un
panel de cata. De esta manera se pudo relaciangrifwipales atributos de sabor y aroma
de meldn tipo Honeydew con volatiles especificendo mas complicado de conseguir en
el caso de meldn tipo Cantalupo (Kourkoutas e28Dg). En el caso de la sandia, Pardo et
al. (1997) correlacionaron determinaciones anaBtabe firmeza, solidos solubles, azlcares
(sacarosa, fructosa y glucosa) y color con caratiEas sensoriales establecidas por un

panel de consumidores que juzgaron el sabor, gdkaxtura de los frutos.

3.2. Determinaciones analiticas

Como se ha indicado anteriormente, a pesar queabbis sensorial es la mejor manera de
evaluar la calidad organoléptica de los frutos piaglemas derivados de su uso han hecho
que en las ultimas décadas se hayan desarrollgoyfgccionado nuevas técnicas para
poder llevar a cabo determinaciones precisas ytioage de los distintos compuestos
implicados en este aspecto de la calidad.
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3.2.1. Determinacion de acidos y azucares

La determinacién de acidos y azUcares estd adaddriggran importancia debido a la
influencia que estos compuestos tienen sobre lalachlorganoléptica de frutas y
hortalizas. En el caso de meldon y sandia, comoeyhasindicado, de estos compuestos

quien se lleva la mayor parte del peso son losaae8dYamaguchi et al., 1977).

La determinacion de solidos solubles por medicadefractometria es una forma rapida y
sencilla de expresar (como °Brix) el contenido d®s compuestos en conjunto. Esta
medida presenta una alta correlacion entre losremlmedidos y la concentracion de
azucares, pero hay que tener presente que sesdiatale una aproximacion, pudiéndose
encontrar frutos de melén con iguales contenidd®emn pero con grandes diferencias en

la concentracion de azUcares totales (Stepanshy, 4999a).

La tendencia actual es el uso de técnicas que faermuantificar de forma precisa cada
uno de los principales azucares y acidos implicaeosl sabor de meldn y sandia, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLCef@nsky et al., 1999b; Villanueva et
al., 2004; Yativ et al., 2010; Yoo et al.,, 2012)aoelectroforesis capilar zonal (CZE)
(Cebolla-Cornejo et al., 2012; Kolayli et al., 2010

Estos métodos se emplean para determinar el cdotesm los principales azucares

individuales relacionados con la percepcion detaiylque como ya se ha comentado, en
ambas especies son la glucosa, la fructosa y Erassc Dado que cada azlcar posee un
poder edulcorante distinto, en ocasiones se miiaportacion de cada uno a través de la
variable equivalentes de sacarosa que se obtienanslo la concentracion de cada azucar
por su poder edulcorante referido a la sacarosaeas, por 0,74 en el caso de la glucosa,

1,73 en el caso de la fructosa y 1 en el caso siedarosa (Koehler & Kays, 1991).

Las técnicas analiticas anteriormente descritas gamitido realizar estudios de la
acumulacion de dichos azucares en melon y sandiaetacion al estado de madurez
(Wang et al., 1996; Yativ et al., 2010), partesfdeio (Hubbard et al., 1989; Weidong et
al., n.d.), genotipos (Stepansky et al., 1999b; ¥bal., 2012), la influencia del injerto
(Rouphael et al., 2010) y otros factores agronoésiico
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3.2.2. Determinacion y cuantificacion de compuestos orgacws volatiles

Al estudiar los compuestos volatiles en frutas gtdlizas es importante conocer algunas
caracteristicas de estos analitos en el aromah(fatal., 1981). Generalmente estos
compuestos suelen estar en concentraciones bajasfexccion volatil de los alimentos,
por lo que su analisis requiere una etapa de preecdracion. La fraccion volatil esta

constituida generalmente por un gran numero de ooeges de diferentes pesos
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moleculares y naturaleza quimica, cuyas concenfrasi pueden variar en un intervalo
muy amplio (ppt - ppm). Aunque, en el caso de sagdnelon, son compuestos de bajo

peso molecular (Tabla 4).

Por otro lado, no existe relacion directa entredacentracion de los compuestos volatiles
y su influencia en el aroma, ya que los limiteslei®ccion por el ser humano de cada uno
de ellos son variables. Por lo tanto, los compgesias abundantes en una muestra no
tienen por qué ser los que contribuyan mas al adera misma.

Teniendo en cuenta estas razones, el analisis fdaclsion volatil se puede resumir en 3
etapas: 1- liberacion, extraccion y concentraciétod compuestos volatiles de la muestra;
2- fraccionamiento de los diferentes componentegjehtificacion y cuantificacion de los

analitos.

3.2.2.1. Extraccién y concentracion

Los principales métodos de extraccion pueden agsapn dos grandes grupos:

1) Los que no realizan concentracion:

Inyeccion directa

Esta técnica, fue una de las primeras que sedpkza el andlisis de compuestos volatiles
en sistemas cromatograficos gaseosos con colummaageetadas. Su utilidad se limita a
compuestos termo-resistentes como los acidos gvadaties que deben ser vaporizados
en una soporte inerte (lana de vidrio) o compuest@sluego de una extraccion liquido—

liquido sencilla pueden ser inyectados directam@@édtyn & Boucque, 1968; Morales et
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al., 1992). En la actualidad, la inyeccion direesacada vez menos utilizada por su baja
sensibilidad y por el marcado “efecto memoria” gueduce debido a que los analitos son
inyectados junto con otros compuestos interfererésetd hace necesario una continua
limpieza del sistema entre muestra y muestra paealgs datos no se distorsionen al
analizar muchas muestras. Posteriormente se diésderdnyeccion directa de grandes

volumenes con el uso de un inyector denominadonzguor de temperatura programada
(PTV) que permite inyectar mayor volumen de muegth@ce posible obtener resultados
comparables con algunas técnicas de pre-conceiraoero generalmente también se
produce un aumento del efecto matriz (Engewaldl ,et299; Villén et al., 1995).

Espacio de cabeza estatico (SHS)

Otra forma de analizar la fraccion volatil, consish colocar la muestra en un recipiente
(vial) cerrado, donde el sdlido o liquido alcantaeguilibrio con su fase vapor a una
temperatura determinada, de la cual se extrae limat (normalmente 1mL de mezcla

aire - vapor) que sera analizada por cromatografia.

Las desventajas de este método son: su baja dielasib su alto contenido en agua en la
fase vapor, por lo que no es apto para andlisisadas 0 compuestos poco concentrados y

con baja presion de vapor (poco volatiles).

A pesar de esto, algunos sistemas de olfatomelgosg@nicos utilizan esta modalidad de
extraccién de volatiles, ya que sus sensores pesama sensibilidad suficiente para
discriminar entre muestras de diferentes madunearigdad en frutas; y en algunos casos
obtener métodos cuantitativos para compuestos ileslatal relacionarnos con
cromatografia de gases (Du et al., 2010; Lin & £h&9016).

2) Los que realizan concentracion:

En la actualidad este grupo de técnicas de extnadbénen mayor relevancia ya que
permiten el andlisis de compuestos que presentaentraciones bajas, incluso a nivel de
trazas (Bicchi et al., 2008; Sides et al., 200@v6& Slack, 2002)
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Extraccién con solventes

La extraccion con solventes es una de las técméassimples y relativamente eficientes
de aislamiento de compuestos organicos utilizad#ahel presente (Homatidou et al.,
1992). Con frecuencia, esta técnica no logra cdraeto suficiente los compuestos de
interés, por lo que se emplea el evaporador rabatowvacio para alcanzar los niveles de

cuantificacion.
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Generalmente este tipo de técnicas son poco espscffara los compuestos volatiles y

junto a ellos también se extraen compuestos deigaihy caracteristicas similares que
dificultan posteriormente su separacién e idemtdiéGn. Ademas, existe una tendencia
creciente a reducir el uso de solventes organigasjue son perjudiciales para la salud

humana, generan residuos contaminantes y encdoscanalisis.

Destilacién

La destilacion puede clasificarse en simple y fmtda, dependiendo del numero de
platos teoricos que presente la columna y de k& Brezcla existen compuestos con puntos
de ebullicion muy diferentes o similares, respestiente. Otro tipo de destilacion muy
utilizada para la extraccién de aceites esencialesrfumes es la destilacion por arrastre
con vapor que utiliza el vapor de agua para amastrs compuestos volatiles de una
muestra vegetal sin calentarla directamente (Rolegral., 2008). Este tipo de extraccion
se ha mejorado y sustituido por el uso de la @eshih a vacio para compuestos que se ven
mas afectados por la temperatura (Hiatt et al.4198n cualquier caso, al utilizar calor
para la evaporacion de la mezcla de partida, éstaca tiene la desventaja de degradar
muchos compuestos termolabiles del aroma y formefagtos indeseables que no estaban

presentes en la muestra original (Sides et alQ)200

Espacio de cabeza dinamico (DHS)

El ejemplo mas utilizado en este tipo de extrac@éna Purga y Trampa (P&T). Esta
técnica en sus inicios fue aplicada a la deterninade gases disueltos en muestras
acuosas (Swinnterton et al.,, 1962) y consiste eastar los volatiles de la muestra
(“purga”) con un gas inerte, normalmentg B un flujo controlado para que pasen a través
de una trampa donde quedan retenidos. Postericn@nianalitos son desorbidos de la

fase soélida (“trampa”) por medio de solventes o @esorcién térmica (TDU). Si la
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desorcion se realiza con solventes, se debe optireizvolumen de elucién para que no
queden analitos retenidos en la fase estacionariadgmas es necesaria una pre-
concentracién (por corriente de N evaporacion al vacio) para obtener una serdsalili
adecuada. La purga y trampa ha sido utilizada smligerentes variantes por varios autores
para la determinacion de compuestos volatiles fametites frutas y hortalizas (Beltran et
al., 2006; Kanavouras et al., 2005; Leffingwelakf 2015; Sales et al., 2017).

Esta técnica posee ciertas ventajas, como la pdaibi de extraer varias muestras
simultaneamente ya que los cartuchos utilizadosomocostosos. Ademas, la variedad de
fases solidas existente la convierten en una hemaversatil. Sin embargo, si no se
cuenta con el dispositivo de desorcion térmicaexesario el uso de solventes organicos
que la convierten en una técnica menos respetwrsalanedio ambiente, asi como mas

costosa.

Microextraccién en fase solida (SPME)

En 1989, Janusz Pawliszyn y colaboradores de ladsidad de Waterloo, desarrollaron
una técnica libre de solventes que permite el memsextraccion y concentracién de
compuestos volatiles (Pawliszyn, 2000, 1997). Esiasiste en la extraccion de los
compuestos con una delgada fibra de silice fundidabierta por una fina capa de fase
sélida adsorbente, que puede variar segun la hegardel analito. Debido a su fragilidad,
el dispositivo de extraccién cuenta con una agejackro hueca que protege la fibra de

posibles roturas, mientras no esta en uso.

En ocasiones a la muestra se le afladen salesc{preyo de sodio) y/o cierta cantidad de
disolvente no volatil (p.ej. propilenglicol) paratpnciar la volatilidad de los analitos hacia
el espacio de cabeza. Ademas debe estar termadtatyzhomogeneizada uniformemente.
Una vez alcanzado el equilibrio en estas condisipse introduce la fibra en el espacio de
cabeza dejandola al descubierto y permitiendo gsevblatiles se adsorban sobre el
recubrimiento. Tras un tiempo determinado se rddirfbra colocandola directamente en

el puerto inyector del cromatégrafo de gases padesorcion térmica.

Esta técnica de extraccion es una de las masadldiz en la actualidad en una gran
diversidad de matrices gaseosas Yy liquidas (Bietlal., 2008). Al no utilizar solventes
organicos, logra pre-concentrar los analitos auameitt la sensibilidad considerablemente,

disminuye los costes del analisis y no producedwes contaminantes. Sin embargo,
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también presenta una serie de desventajas: existglmero limitado de recubrimientos
comerciales; solo pueden ser sumergidas en sod/@cigosos; las fibras presentan una
vida util relativamente corta y con el tiempo Iadaestacionaria comienza a degradarse
(sangrado) interfiriendo en el andlisis; la adgorccompetitiva de los volatiles y, en
algunos casos, saturacion de la fina cubierta bdate, lo que podria no representar

realmente la concentracion relativa de los volgfitashenko & Martinez, 2007).
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Extraccion por adsorcién en barra agitadora (SBS&3traccion por adsorcién en espacio
de cabeza (HSSE)

Este tipo de extraccion se desarrollé inicialmeraea la determinacion de compuestos
organicos en muestras acuosas, denominada extrgeoroadsorcion en barra agitadora
(SBSE). Consiste en una pastilla magnética de ovidpie posee un revestimiento
adsorbente (por ej. polidimetilsiloxano) que exti@ecompuestos organicos presentes en

la muestra.

Sin embargo, algunos estudios han usado esta niamecon un dispositivo que la ubica
en el espacio de cabeza, de forma similar a la SP&& con la ventaja adicional de una
mayor superficie y capacidad adsorbente (Bicchalet 2002; Tienpont et al., 2000).
Ademas, debido a su mayor capacidad de adsorci@mcentra la muestra
aproximadamente 100 veces mas que la SPME. A psaello presenta algunas
desventajas: un alto efecto matriz, la necesidashdsontrol minucioso de las condiciones
para una buena repetitividad y en algunos casosetagrimientos disponibles limitan la

naturaleza de los analitos estudiados (Camino-®arethal., 2014).

3.2.2.2. Separacion, identificacion y cuantificacién

Una vez obtenida la mezcla concentrada de volatidesecesario separar, identificar y
cuantificar los analitos presentes en la mismacrobanatografia de gases (GC) es hoy en
dia la metodologia mas estudiada para la determdimae compuestos volatiles, utilizada
en gran diversidad de matrices (Beaulieu, 2006aieBka & Caroli, 2011; Katayama &
Kaneko, 1969; Kemp, 1975; Verzera et al., 2011).

La cromatografia de gases se basa en la distribul@dlos componentes de una mezcla

entre dos fases inmiscibles, la fase estacionfmiaido o solido) y la fase movil (gas). Se
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cree que esta técnica fue propuesta por ArcheMBRIn y Richard L.M. Synge, quienes
observaron la posibilidad de remplazar la fase hd®/la cromatografia liquida por un gas
(Martin & Synge, 1941). Debido a la alta difusividgue presentan los gases en los
solutos, en comparaciéon con los liquidos, el eoudidel proceso cromatogréafico seria
mas rapido, con una mayor eficiencia de las colgmynan menor tiempo de analisis. El
desarrollo de sistemas informaticos ha permitiddistfio de analizadores cada vez mas
complejos, llegando a la diversidad de cromatégratonerciales de la actualidad, que aun

conservan la idea inicial de la separacion de castps volatiles.
Estos instrumentos se componen de tres partegmnitadas:

1) El sistema de inyeccion.

2) La columna (fase estacionaria) ubicada dentro deauno termostatizado, donde
los compuestos son separados segun su punto dieiébu} afinidad quimica con
la fase estacionaria.

3) Detector y sistema de registro.

Los compuestos son arrastrados por un gas inegteei@mente helio o nitrégeno) que
circula desde el inyector hacia el detector. Lasatiidad en la determinaciéon de
compuestos de diferente naturaleza se debe adasdiad de columnas cromatograficas

(empaquetadas, tubulares y capilares) y detegoesentes en el mercado.

El detector mas comun por su universalidad y bagie; es el detector de ionizacion de
llama (FID). Se trata de un detector Util paradlea cabo analisis rutinarios, pero la escasa
informacion que proporciona sobre los analitos hgce la identificacion de los
compuestos no conocidos sea ineficiente (Sidek, &080). Por ello, en la mayoria de las
determinaciones de volatiles, se utiliza la espewttria de masas (MS) para la
identificacién y cuantificacion precisa de los mimr{Biniecka & Caroli, 2011; Yajima et
al., 1985). Este dispositivo fragmenta los analitpge ingresan desde columna
cromatografica por medio de ionizacién electréonicguimica, generando un conjunto
caracteristico de iones que son transportados grap@s magneéticos hacia el analizador,
donde son separados segun su relacion masa/cafgja Fimalmente, en el detector se
cuantifica la abundancia relativa de dichos iomesdo lugar al espectro de masas que
constituye la fragmentacion patron de cada compué&st la actualidad existe una amplia
diversidad de espectrometros de masas dependiensitsccomponentes (fuentes de iones,
analizador y detector) pero la mayor diferenciaeestlos radica en el corazén del equipo,
0 sea, el analizador de masas. Existen diversas tijg analizadores de masas con
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fundamentos analiticos diferentes entre los cusgesncuentran: cuadrupolo (quadrupole;
Q), trampa de iones (ion-trap, IT), tiempo de vu@lome-of-flight, TOF), sector magnético
(magnetic sector), ciclotrén (ion cyclotron resoeggnCR) y los hibridos que combinan a

los anteriores.

Los MS mas utilizados por su sencillez, disefio ety versatilidad y precio, son
aquellos que presentan fuente de ionizacion pomrdtapelectronico (EI) e ionizacion
quimica (ClI), con analizador cuadrupolo o trampaodes y detector electromultiplicador
(Burinsky, 2006).
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3.2.3. Olfatdbmetros electronicos

Las técnicas cromatograficas actuales permitentifad@m los componentes volatiles
involucrados en el aroma de diferentes muestrasuantidicar de forma precisa su
contenido, de modo que se pueda conocer qué esl&tintribuyen al aroma de un fruto y
la cantidad de cada uno de ellos en esa mezcleeriiargo, resulta complicado extraer
conclusiones sobre como seria percibida esta fnacmlatil por los sentidos humanos a
partir del conocimiento de contenido individual dstos compuestos, ya que en esa
percepcion estan involucrados no solo una grandaahtle compuestos con umbrales de
deteccion diferentes sino que, ademas, la inteyaabe diferentes compuestos entre si la

condiciona en gran medida.

Por ello, una de las soluciones que se ha intendgdotar ha sido complementar las
técnicas cromatograficas con la deteccién olfatdo@&t(GCO). En esta técnica, los

compuestos previamente separados toman dos vésrdés. Por un lado se cuantifica la
abundancia de los compuestos; por otro, un opeeati@nado realiza una determinacion
olfativa del eluyente humedecido basada en desceptdel aroma. De esta manera se
logra relacionar la cuantificacion de los compuestmlaties de la muestra con

descriptores especificos para aquellos que seantdeles por el olfato humano (Campo et
al., 2005; Ferreira et al., 2009; Jordan et al0120Se podria considerar que el GCO es el
nexo entre las técnicas cromatograficas tradicemnglel analisis sensorial, sin embargo, el
GCO continta siendo una técnica de separacion quaporta informaciéon sobre la

percepcion global del perfil aromatico. Ademasi@lser posible su automatizacion, no es

una técnica rapida y sencilla a la hora de proagsgran numero de muestras.
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En este contexto, surge la necesidad de desartoirtécnica que permita simular las
respuestas de los receptores presentes en lahuaniana, obteniendo un resultado de la
fraccion volatil mas objetivo que el proporciongatir un panel de cata, sin necesidad de
determinar la composicién quimica propiamente di€raesta forma se podria determinar

si un alimento es similar a otro en lo que con@ersu fraccion aromatica.

Otro planteamiento adoptado ha sido el uso de zathlres de gases o “Sniffers”. Los
primeros analizadores de gases se desarrollaroal aijetivo de determinar bajos niveles
de oxigeno, altas concentraciones de gases coiblessii presencia de monoéxido de
carbono o gas metano en el aire de los tuneles idellistria minera. Entre los afios 1926 —
1965 los doctores Oliver Johnson y Phil Williamerfan claves en el desarrollo de los
primeros aparatos de deteccion de gases denomihhigsSniffer” (por las iniciales de

sus creadores) aunque en la actualidad no se eomsidverdaderos olfatbmetros
electronicos ya que estos analizadores constabamndeolo sensor basado en la
combustion catalitica. Este sensor estaba corkiitle un pequefio compartimento con un
filamento catalitico (usualmente de platino o palpdjue reaccionaba a los gases
combustibles aumentando su temperatura y como co@iseia su resistencia. A partir de
la medida de resistencia comparada con la de amdihto de referencia (no catalitico) se

obtenia la medida indirecta del contenido del gas.

Posteriormente surgieron los primeros trabajosigaithbs donde K. Persaud y G. Dodd de
la Universidad de Warwick (Gran Bretafia) estudiazémo los sensores semiconductores
de 6xidos metalicos (MOS) se relacionan con losptxes del olfato humano (Persaud &
Dodd, 1982). En la misma época surge el conceptolfde®dmetro o nariz electrdnica,
como un instrumento que consta de una matriz dsoses fisico-quimicos capaces de
reaccionar a diferentes tipos de compuestos ysiansa apropiado de reconocimiento de
patrones, capaz de reconocer olores simples o epyslGardner & Bartlett, 1999).

De la misma forma que el olfato humano percibesghrilo de los componentes volatiles
del aroma y el cerebro relaciona este estimuloecperiencias anteriores guardadas en la
memoria, las narices electronicas utilizan el patdg@ respuesta de los sensores para

discriminar entre un grupo de muestras difererfggi(a 8).
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Figura 8. Esquema comparativo del funcionamiento de la rfawimana versus la “nariz

electrénica”. Modificadas de Bort et al., 2017.

Estos equipos proporcionan aproximaciones validda &ora de separar grupos de
muestras con caracteristicas aromaticas diferegmesyejandose a los paneles de cata pero
sin contar con la precision de cuantificacion deticnicas cromatograficas (Gardner &
Persaud, 2001).

La ventaja principal de los olfatdmetros electrosicadica en que las determinaciones no
requieren de extraccion o pre-tratamiento de la stnae por lo que los tiempos de
evaluacion son menores que para otras técnicaedpaiesta dada por los sensores no se
corresponde con cada uno de los compuestos paiagdepaino que proporciona una idea
de la fraccidon volétil global, una “huella electicai’ Unica para cada muestra. Esto le
otorga cierta similitud con los paneles de catanttr a los que presenta una serie de
ventajas: mayor objetividad, mayor capacidad ddisisdin tener que dejar tiempos de
descanso (por saturacion de receptores de losdgerdie los jueces del panel), mayor
sensibilidad de discriminacion y la posibilidadaastruir librerias de perfiles aromaticos
a largo plazo. Todo esto hace que sea una herremeumy Util en las evaluaciones de

material vegetal en planes de mejora genética.

Sin embargo, a pesar de su rapidez y sencillezlpsuanalisis de rutina, presenta una serie
de desventajas que con el paso del tiempo se lbaresdlviendo. Algunos estudios han

demostrado que los sensores electronicos expeament disminucidén de la sensibilidad
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debido a la presencia de vapor de agua en el Geedfer & Persaud, 2001), sus
respuestas presentan deriva por varios factorgsgsrdel sensor o el ambiente (Holmberg

& Artursson, 2003) y que en algunos la vida utiteda (Nanto & Stetter, 2003).

Se han dado multiples soluciones a la deriva abdidad en la respuesta de los sensores
intra e interdia. En nuestro grupo se investig@daibilidad de correcciéon de deriva
utilizando patrones sintéticos y regresion paroihimo cuadratica para determinar la
parte de la sefial que recogen los sensores quesdmcion del tiempo y no de tipo de
muestra y de este modo poder “limpiar” la sefahiglando esta deriva (Valcarcel, 2009).
Esta metodologia presenta la ventaja de permitoréacion de mapas de similitud de
perfiles electronicos a largo plazo para la comparade un gran numero de genotipos de

diferentes especies en estudio.

Hoy en dia se pueden encontrar gran variedad deasjgue presentan diferencias en
cuanto a los sensores utilizados y las aplicaciarias que van destinados (Tabla 6).

Tabla 6.Caracteristicas de diferentes olfatdmetros elpitin§ comerciales.

Empresa Producto Caracteristicas
Airsense Analisis Sensores MOS. Equipo portétil usado en
PEN2, PEN3 control de calidad, control ambiental y de
GmbH :
seguridac
Sensores MOS. Equipos de laboratorio
Fox4000, automatizados.
AlphaMos a-Gemini Heracles ofrece un andlisis cualitativo y semi-
Heracles cuantitativo de muestras gracias a la técnica
GC-MS'.
Cyrano Science Inc. Cyranose 320 32 sengore_s,CP. Equipo portatil para
eterminacion de camy
Electronic Sensor Model 4200 zNose, fgr?]szrr?:n?gvg:dggitggcsanbit;?giigs
Technology Model 7100 Benchtop zNose.qum?icos 9 ' 9 y
HAPSITE® GC—MS_portéth. !dent_ificar y_cuant[fiqar
INFICON Smart Plus Chemical sustancias quimicas industriales téxicas y

e agentes de amenazas quimicas in situ de forma

Identification System AP .
mas rapida y sencill

Technobiochip,

Universidad de Roma LibraNose

(Tor Vergata)

Sensores QCM. Equipo compacto y facil de
utilizar.

Las aplicaciones de estos equipos varian desdergfot ambiental, pasando por la
seguridad (control de fugas en industria y trartepocontrol de contaminantes en
ciudades) y el control en la calidad de diferemexiuctos alimenticios, sobre todo de

origen agricola (Berna & Amalia, 2010; Moreno et 2D09). En los ultimos afios existen
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una gran variedad de estudios que evalluan diveesasteristicas en frutos (diferencias
genotipicas y de estado de madurez, por ejemploarér de las huellas electrénicas
obtenidas de la fraccion volatil. Se pueden cisndios realizados en tomate (Hernandez
et al., 2008; Sinesio et al., 2000), pepino (Zakarg/ojtasiak et al., 2009), manzana
(Brezmes et al., 2000; Marrazzo et al., 2005; Yoeingl., 1999), pera (Zhang et al., 2008),
melocoton (Benedetti et al., 2008), albaricoqueligS®olis et al., 2007), naranja (Di
Natale et al., 2001), fresas y otros frutos rojos €t al., 2010; Simon et al., 1996), uva
(Athamneh et al., 2008), mango (Lebrun et al., 200dnana (Llobet et al., 1999), nispero
(Guarrasi et al., 2011), melon (Benady et al., 199&tros (Pokhum et al., 2010).
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Todos los sistemas de nariz electronica que exateralmente en el mercado constan de
tres partes, el sistema de muestreo de volatilesstema de sensores que interactian con
los volatiles de la muestra y un médulo informaticon diferentes herramientas
quimiométricas (estadisticas) para el procesadseial electronica y la evaluacion de los

resultados.

3.2.3.1. Sistema de toma de muestra

La extraccion de volatiles en espacio de cabezi@s{HS), es la técnica habitual, ya que
se obtienen los compuestos libres del resto deataznEn el caso de los olfatometros, las
muestras son agitadas y calentadas, permitiengoel@oncentracion de los compuestos
volatiles en el espacio de cabeza, que seran eg@stposteriormente a las camaras de

sensores.

3.2.3.2. Sensores

Los olfatobmetros electronicos poseen un nimer@bkaide sensores, desde dos hasta mas
de treinta (Marrazzo et al., 2005; Simon et al96)9 Las diferencias entre las “narices
electrénicas” radican especificamente en la namsatle los sensores, ya que éstos son la
parte central de la olfatometria. Dichos sensomdifinan sus propiedades fisico-quimicas
al interaccionar con los compuestos volatiles, danth respuesta que posteriormente sera
modificada (pre-tratamiento, previo al uso de téamiquimiométricas) para obtener una

"huella electréonica” del aroma de la muestra.
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Dependiendo del material con el que se fabricah furecionamiento, los sensores mas

utilizados se pueden clasificar en los siguienpesst

Sensores de conductividad

- Quimioresistentes

Los sensoreSemiconductores de Oxidos MetéalicogM.0.S.) fueron los mas utilizados

en los primeros prototipos de analizadores de ggseguen siendo utilizados en la
actualidad. Como su nombre indica son sensorescéams con 6xidos metalicos que
varian su conductividad eléctrica, disminuyendaesistencia al paso de los electrones,
cuando los compuestos impactan sobre la supedaliesemiconductor. Requieren altas

temperaturas (entre 200-500 °C) para su buen foaciento.
Se pueden clasificar en dos tipos:

1) Tipo “n”: tienen un exceso de electrones (cargagativas) y estdn compuestos por
oxido de estafio (Sn{) 6xido de zinc (ZnO), 6xido de hierro Il (F&) u 0xido de
wolframio (W) que le confieren la propiedad de reaccionar éremtespecies
gaseosas reductoras comg 8Hs, CO, GHs 0 HS.

2) Tipo “p”: los cuales tienen un exceso de cargadtipas o “huecos” que le
confieren una reactividad mayor a los gases ox@dacdmo @ NO, y Ch. Estan
compuestos de 6xido de cobre (CuO), 6xido de nifui€d) u 6xido de cobalto
(Co0).

Son sensores disponibles comercialmente, con ueaabsensibilidad y tiempos de
respuestas cortos (10 segundos), aunque debempaias con metales como el platino
(Pt) o paladio (Pd) y utilizar diferentes temperasupara aumentar su selectividad a los
compuestos gaseosos. La desventaja mas relevamie @sesentan una alta sensibilidad a
la humedad, el C9y el etanol, por lo que no se obtienen buenos taxfed cuando se
utiliza como gas de arrastre aire con trazas deetach o al analizar muestras que

contienen alcohol.

Otro tipo de sensores estudiados mas recienternente alternativa a los anteriores son
los Polimeros Organicos Conductores(C.P.). Estos son fabricados a partir de los
monomeros del: pirrol (polipirrol), anilina (polidina), acetileno (poliacetileno) o tiofeno

(politiofeno).
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Dichos sensores presentan las siguientes ventagsajar a temperatura ambiente,
presentar mayor selectividad con alta sensibilidexder bajo coste y que el proceso de
adsorcion de los compuestos sea reversible. A giesasto, cuentan con la desventaja de
ser sensibles a la humedad y la temperatura, poguk la reproducibilidad baja

considerablemente.
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- Potenciométricos

Estos sensores s@emiconductores de 6xido metalico basados en efecte campo
(FET) por lo que se denomindOSFET. Estdn compuestos por un metal catalizador de
paladio, iridio o rodio que descansa sobre un trdeooxido metalico aislante y un
semiconductor de silicio. La polarizacion eléctrigeoducida en la interaccion de las
moléculas con la superficie catalitica provoca difarencia de potencial brusca que se
traduce en una caida de voltaje medible (Schallak,e1998). Las principales ventajas son
su bajo coste, alta sensibilidad, mayor versatlligara variar su selectividad por medio
del material del catalizador y de la temperatusapgresenta practicamente las mismas

desventajas que los sensores MOS.

Sensores Gravimétricos o piezoeléctricos

Estos sensores determinan la masa de compuestasilegolabsorbidos sobre una
membrana quimicamente selectiva a partir del cambila frecuencia de oscilacion de un
cristal que posee propiedades piezoeléctricas. &enmmal piezoeléctrico es un tipo de
cristal que al ser estresado por medios mecanEam@az de adquirir una polarizacion
eléctrica y, por lo tanto, una diferencia de po@n&Generalmente estan compuestos de un
disco de cristal de cuarzo (S)Qniobato de litio (LINbG@) o tantalato de litio (LiTag)
recubierto de una fina capa de un material térmecaen estable, capaz de capturar
moléculas de la fraccion volatil, como por ejemigl® porfirinas o los lipidos (Guilbault et
al., 1988).

Actualmente existen dos tipos de sensores piezdetEcestructuralmente diferentes:

- Microbalanzas de Cristal de Cuarzo(QCM) o dispositivo de onda acustica

masiva (BAW). En este tipo particular de sensdrdauencia de oscilacion (10-
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30 MHz en el cuarzo) viaja a través del cristakemtComo ventaja cabe destacar
su tamafo (son sensores pequefios) y su ampliativgasia otorgada por el
recubrimiento. Sin embargo, la forma de deposid@mrstos recubrimientos no se
ha perfeccionado y las variaciones de temperatunamngedad limitan en gran
medida la reproducibilidad de las medidas.

- Dispositivo de onda acustica superficialSAW). Su funcionamiento y estructura
es muy similar al anterior con la diferencia de da®e oscilaciones solo se
producen sobre la superficie del cristal. Estosmmés sensibles y rapidos que los
BAW por presentar una mayor frecuencia de vibra¢i®®-1000 MHz), pero su
sensibilidad sigue siendo baja en comparacion ddoss sensores y no se cuenta

con buenas interfaces eléctricas.

Sensores Opticos

Este tipo de sensores se basa en la medicion decieaes en las propiedades opticas
como la reflectancia, interferencia, fluorescentmsforescencia, quimioluminiscencia o

color en presencia de compuestos volatiles actiktzginos de estos sensores presentan
una alta sensibilidad y selectividad ya que no $olds volatiles presentan este tipo de
propiedades. Ademas, no existen problemas de entexdias electronicas o magnéticas
gracias al uso de fibra Optica con excelente aislatm, incluso para el analisis en medios
de dificil acceso. Como inconvenientes cabe destpeala deteccién es mas lenta, por la
trasferencia de masa entre la capa sensible yaitcaa determinar; y que el tiempo de

vida de este tipo de sensores es bastante bajo.

3.2.3.3. Métodos Quimiomeétricos

Los métodos quimiométricos de evaluacién de la Isefectronica obtenida en los
olfatbmetros se utilizan en dos etapas sucesivaspriener lugar, se realiza un pre-
tratamiento de la sefial y posteriormente se redhzavaluacion de los resultados
propiamente dichos con distintos tipos de metodatgle andlisis multivariante en

funcion de los objetivos que se persigan.
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Pre-tratamiento de la sefal

Habitualmente las sefales obtenidas por los sensweesitan de algun tipo de pre-
tratamiento para poder ser utilizados posteriormean diversos tipos de andlisis

multivariante. Los principales pre-tratamientossisten en (Gutierrez-Osuna, 2002):

0 Manipulacién de linea base: este pre-tratamientosiste en sustraer
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(diferencia), dividir (relativo) o sustraer y dividfraccional) la linea base a
la respuesta del sensor.

o Compresion o correccién: el objetivo es extraeladsefial de cada sensor la
parte de informacion que mas representa la vaidablilde la respuesta que
caracteriza el perfil aromatico de la muestra, ieiémdo ruido y/o deriva de
sefal. Este tipo de pre-tratamiento en algunosscasose realiza si los
métodos multivariantes que se emplean en el andéiresultados utilizan
alguna metodologia de busqueda de factores lat@P@5, PLS, PLS-DA,
ANN, etc.) que puede, indirectamente, realizar estanpresion o
correccion. No obstante, en ciertas aplicacioneasftuccion de mapas a
largo plazo de huellas electronicas) es necesaderto.

o Normalizacion: este tipo de pre-tratamiento sezatiprincipalmente para

uniformizar las respuestas de los sensores (vagpbbn diferentes escalas.

Anélisis Multivariantes

Cada sensor da lugar a uno o mas parametros neddadmo por ejemplo, intensidad
méaxima relativa, tiempo requerido para que el seakmnce el méximo de intensidad,
pendiente de la recta que une la intensidad magoneel inicio de respuesta del sensor,
etc. Cada uno de estos parametros representa tablealistinta que aporta informacion
sobre la interaccion de la fraccion volatil de laiesira con cada sensor. Para poder
relacionar estas variables entre si y obtener testad interpretables sobre las
caracteristicas aromaticas de las muestras esameced uso de analisis estadisticos

multivariantes.

Dentro de los analisis multivariantes el subgru@s mitilizado para los datos provenientes

de olfatobmetros electrénicos son las técnicas denmximiento de patron de respuesta
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(PARC: pattern recognition). Aunque también algude<llos permiten la cuantificacion

indirecta de volatiles a partir de los paramettagioidos por los sensores.

El tipo concreto de analisis a utilizar dependeghtigho de informacién que se pretenda
obtener de los datos de perfiles electronicos aiwen En la actualidad, los principales
analisis estadisticos utilizados para procesarsdag¢onariz electronica se presentan en la
Figura 9, en la que se muestran dos grandes grepoiincion del origen de estos
(desarrollo puramente matematico o de inspiracidprecesos biologicos) (Hines et al.,
2003):

Métodos estadisticos clasicos, entre los cualdachs

- Regresion lineal multiple (MLR),

- Andlisis de componentes principales (PCA),

- Regresion de componentes principales (PCR),

- Regresion parcial por minimos cuadrados (PLS),

- Andlisis de funcion discriminante (DFA),

- Andlisis discriminantes a partir de regresion @drminimo cuadratica
(PLS-DA),

- Maquinas de vectores soporte (SVM),

- Andlisis de cluster (CA), siendo uno de los makzatios el analisis de

vecino mas proximo (NN).

Métodos inspirados en procesos bioldgicos. Estdedné se desarrollaron, inspirados en

diversos procesos de tipo biologico, para obtenedetos que se adaptaran con mayor
versatilidad a diferentes tipos de estructurasalesd La mayor parte de estos métodos se
idearon y se fueron refinando para imitar el moao pdocesado de informacién que
realizan las redes neuronales humanas. No obstamteon los Unicos, también existen
otro tipo de métodos inspirados en procesos biod&gicomo aquellos que utilizan
algoritmos genéticos que simulan procesos de reic@tibn de informacion para generar
variabilidad como los que se producen en el ADNmo®dmico durante los procesos de

meiosis. Entre los métodos de este grupo, los masiaanente utilizados son:

- Perceptron multicapa (MLP),

- Mapas auto-organizados (SOM),

- Redes de funciones de base radial (RBF),

- Cuantificacion del vector de aprendizaje (LVQ),
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- Teoria de resonancia adaptativa (ART),

-
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Figura 9. Resumen de clasificacion de los principales mé&taskiadisticos utilizados en
nariz electronica. Modificado de Hines et al. (2003

El conjunto de todos estos métodos multivarianeespeeden clasificar a su vez, en

supervisados 0 _no supervisados dependiendo si c8 ¢nano una etapa inicial de

“entrenamiento”. Esta etapa de entrenamiento drealion en los métodos supervisados,
se lleva a cabo con un grupo de muestras conochlgzartir de estas muestras se
determina un modelo matematico que luego seraaditi para predecir las propiedades de

las muestras problema.

Por otra parte, atendiendo a si los métodos utilzano como requisito de modelizacion

algun tipo de distribucion de probabilidad predeieada estos pueden ser:

1) Paramétricos. Se basan en que los datos de losregnmieden ser descritos por una

funcién de densidad de probabilidad, por ejempkymaendo que presentan una
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distribucion normal o gaussiana con una media naa determinada. Estos métodos
permiten identificar funciones de respuesta quiitirén extrapolar predicciones.

2) No paramétricos. En estos casos los andlisis neupo@en ningun modelo de

distribucion de probabilidad especifico y se aplicde forma mas genérica,
adaptandose muy bien a la naturaleza de los dast@s métodos permiten modelizar
de forma precisa los datos muestrales con los guealkaja e interpolar predicciones
en el espacio muestral. No obstante, no resultapy atecuados para extrapolar

predicciones a datos de muestras distintas alizadia para el desarrollo del modelo.

Debido al desarrollo informatico en los ultimos sfiel nUumero de métodos estadisticos
multivariantes y algoritmos de calculo han aumentagponencialmente, de tal manera
qgue el estudio particular de cada uno requeririairdérabajo bibliografico extenso para
poder explicar los fundamentos y aplicaciones ajqulmiometria u otras areas de trabajo,
como ya han realizado algunos autores (Breretddi/;20astie et al., 2008). Esto excede el
objetivo de la presente introduccion de tesis,lpajue nos centraremos en los métodos
mas utilizados para el procesado de datos pamxdaterizacion de volatiles a partir de las
respuestas obtenidas por olfatometria electronmamatografia de gases. Segun Brezmes
& Llobet (2016), dentro de los distintos métodosaéssticos disponibles, los mas

utilizados en la determinacion de calidad de frptasnariz electronica son:

Andlisis de componentes principales (PCA)

Actualmente el PCA es uno de los métodos multiméegm mas utilizados en estudios de
evaluacion de volétiles (Benedetti et al., 2008; édwal., 2010; Hernandez et al., 2006;
Sinesio et al.,, 2000; Yang et al., 2015). Esta dwtgia tiene un gran potencial para
comprimir y extraer informacién de los datos, remsido el problema de colinealidad

multiple que otros métodos no logran (Maitra & Yaa08).

Este método lineal paramétrico expresa los vectoespuesta como combinaciones
lineales de todas las variables originales por mede coeficientes ortogonales
independientes. Cada nuevo vector ortogonal expiiea parte de la variabilidad de los
datos, disminuyendo la informacion contenida enacado a medida que aumenta su

namero. Estos se pueden representar graficamenia par de ejes (o tres, en el caso de
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gréfico tridimensional) que representan los prireezomponentes principales los cuales

recogen la mayor parte de la variabilidad presentias muestras.

Debido a su sencillez y al no ser supervisado, smexesario utilizar dos grupos de
muestras (entrenamiento y muestras problema) pquéose pueden usar en condiciones
muy diversas. Se suele utilizar mucho como meétoghboeatorio de los resultados, sobre
todo porque las representaciones de las proyeccuos puntos en el plano que generan

las primeras componentes principales facilita tarpretacion de los resultados ya que la
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distancia entre puntos es una funcion lineal detabilidad para los caracteres en estudio
(huellas electronicas generadas por diferenteslgseede volatiles cuando se trabaja con
narices electronicas) lo que permite apreciar attaomente el grado de similitud entre

muestras.

Anadlisis de funcién discriminante (DFA)

Esta metodologia paramétrica asume una distribuscgdmal de los datos y busca una
funcién discriminante que explique las agrupaciodesla variacion existente. Para
encontrar esta funcién se utiliza en primer lugagwpo de muestras de “entrenamiento”
o aprendizaje, de las que se obtiene una combmdméal de las respuestas de los
sensores multiplicadas por coeficientes de regme$iiteal. Una vez obtenidos estos
coeficientes, se puede usar la funcion para detamai qué grupo pertenecen las muestras
problema obteniendo los valores experimentalesogdgarametros en el instrumento en
cuestion. Este tipo de técnica es muy utilizaddaequimiometria por nariz electronica
(Hernandez et al., 2008; Maul et al., 1998; Yanglet2015; Young et al., 1999), debido a
su sencillez y poder de separacion, ya que minif@gadiferencias de los individuos
dentro de cada grupo conocido y maximiza las dpagdiferentes facilitando con ello las
tareas de clasificacion (Demir et al., 2011; McKe#t al., 2005). Sin embargo, en algunos
casos, los resultados obtenidos con esta metodokmyiven distorsionados si se dan
problemas de colinealidad (elevada correlacionjeevariables. Por otro lado, aunque es
un método adecuado para propésitos de clasificaadmo método exploratorio de
relaciones entre diferentes tipos de muestras nomay adecuado ya que las
representaciones gréaficas de las muestras en atiegpe las funciones discriminantes no

son proporcionales a la similitud o disimilitudlds huellas electrénicas.

43



Introduccién General

Métodos basados en regresiones parciales mininavaticas (PLS y PLS-DA)

La regresion parcial minimo cuadrética (PLS) bustcanodelo predictivo que relacione
una (o varias) variables dependientes (Y) con saviariables explicativas (X) (Wold,
1966; Wold et al., 2001). En este analisis sezatilivariables continuas, por ejemplo, el
contenido en un volatil (Y) y la huella electrénmiatenida tras su estimulo en una bateria
de sensores (X). Los algoritmos de célculo de lodetos de regresion parcial PLS tratan
de encontrar un conjunto de factores latentes goe,un lado explican la maxima
variabilidad presente en las variables explicatigsy por otro maximizan la correlacion
entre la variable dependiente (Y) y estas varialdeplicativas (X), es decir, que
maximicen la covarianza entre la variable deperdieyn las independientes. Esta
metodologia se ha utilizado para desarrollar madsémi-cuantitativos al relacionar una
medida analitica (acidez, solidos solubles, firm&@-MS, entre otras) con las respuestas
de los sensores de la nariz electronica (Llobat.e2001; Sanaeifar et al., 2016; Zhang et
al., 2008).

Las modelizaciones a partir de la regresion PLSi@mse pueden refinar incrementando
su precision por medio de técnicas de selecciovadables explicativas que se utilizaran
en el modelo (seleccion de un subconjunto de Viasade la matriz X). Para realizar esta
seleccion de variables se pueden utilizar tant@dost jerarquicos o algoritmos genéticos
(Wise et al., 2006).

Por otro lado, en los ultimos afios, ha habido wmaldncia creciente a aplicar esta
metodologia con fines de clasificacion discrimiea(PLS-DA) ya que se puede utilizar
con una matriz de variables dependientes (Y) dassrgue contengan informacion
(dicotébmica) de los grupos presentes en el conjdetonuestras que se utilizan como
entrenamiento supervisado del modelo (Di Natald.eP001; Pallottino et al., 2012).

Esta metodologia estadistica es muy utilizada €edsos de analisis con muchas variables
y pocas muestras que presentan multicolinealidacbéH & Vanden Branden, 2003).
Debido a su capacidad grafica exploratoria, prdpoec clara informacion sobre la
importancia de las variables en la clasificaciérery la actualidad existen programas
estadisticos que otorgan una gran versatilidad @lata@bajo con PLS-DA; sin embargo
algunos estudios demuestran que si se utiliza Isgufeciente conocimiento estadistico

puede conllevar a errores en las clasificaciongsltendo mejor el uso de técnicas lineales
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mas sencillas como el LDA (Brereton & Lloyd, 201B%te método no es ventajoso en los
siguientes casos: si los grupos presentan difeesttactura en la dispersion de los datos
(varianza), se deberian utilizar métodos no lireealenultilineales; cuando existen clases
(variable Y) con diferente niamero de individuos, RILS-DA ubica los limites de
separacion incorrectamente si no se modifican algyarametros de calculo que asignan
el centroide de la clase, aunque cuanto mas clasés, dificil es modificar estos

parametros (Brereton & Lloyd, 2014).

Mas recientemente, en el area de la bioinformdtazasurgido nuevas mejoras a los PLS-
DA, creando los sparge PLS-DA (SPLS-DA) y otros, doales presentan ventajas frente a
los anteriores en el trabajo con datos con mucimasngiones (varios miles 0 mas) como
por ejemplo el caso de los datos de expresion igan@tilzmoser et al., 2012; Mehmood
& Ahmed, 2016).

Maquinas de vectores soporte (SVM)

Otra alternativa a los problemas no lineales deridisnacion de patrones, cada vez mas
utilizada en diferentes areas de trabajo, es lado&igia estadistica denominada maquinas
de vectores soporte. Las SVMs son un conjunto gierihos de aprendizaje supervisado
propuestos por Cortes & Vapnik (1995) que encuaritra limites de clasificacion a partir
de un numero de muestras de entrenamiento denaasinadtores soporte que presentan
propiedades concretas. Ademas, se han desarrolladaciones a los algoritmos
originales, como por ejemplo las maquinas de ajmajgdextremo (ELM) que potencian

Su uso en regresion y clasificacion multiclasesaftguBin Huang et al., 2012).

Una ventaja importante de estos algoritmos, espgumiten trabajar con muestras que no
presentan una distribucion normal y por la formad@eulo de los limites de clasificacion,

reducen el sobreajuste de los modelos (overfittiyay)que al variar las muestras no
asociadas a los vectores soporte, la solucionadfichcion no varia, dandole una mayor
robustez al método respecto a otros que clasifsemyuin las funciones de densidad de
probabilidad asociadas a cada clase; por esta mesrda, la presencia de valores atipicos
no representa un mayor problema para este métada@omparacion a las ANNs, las

SVMs son reproducibles, ya que si se conocen lo@npetros de optimizacion se pueden

obtener nuevamente resultados idénticos a partosdmismos datos (Xu et al., 2006).
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Sin embargo una de las grandes desventajas queEnfaess que aun hoy no cuenta con un
software estadistico orientado a la representagriéiica para la interpretacion clara de los
resultados (Brereton & Lloyd, 2010).

Métodos inspirados en redes neuronales artific(ZiskN)

Existen muestras reales con aromas muy comple@seaguieren de métodos adaptativos
de reconocimiento de patrones de volatiles mastgados, no lineales y que permitan
minimizar las variaciones por deriva y ruido dedasos.

La metodologia de redes neuronales artificialebasa en imitar el comportamiento del
sistema nervioso humano al procesar los datos pdiontde neuronas artificiales (nodos)
conectadas entre si. Cada neurona artificial astgrgmada para obtener un resultado a
partir de calculos mateméaticos que suman factdestifhulos”) necesarios para dejar
pasar 0 no informacion hacia otra neurona de laiesite capa; de la misma manera como
lo hacen las neuronas biologicas dejando pasastish@o sinaptico. Segun Hines et al.
(2003) en estas redes neuronales artificialesesxi3ttipos de neuronas: entrada (input),
ocultas (hidden) y salida (output) segun la posiacjGe ocupen en la estructura de la red

neuronal.

El tipo de ANNs mas conocido es el método supedaiddLP que por lo general se utiliza
en su modalidad de propagacion hacia atras (BR:frapagation). En este, el nimero de
nodos neuronales de entrada viene dado por el nUdeesensores y el nimero de nodos
ocultos se determina experimentalmente, mientras lgs neuronas de salida, por lo
general, se corresponden con el nimero de volaitedizados. Este método ha sido
utilizado en datos obtenidos con olfatbmetro efedtio (Brezmes et al., 2000; Llobet et
al., 2001, 1999), a pesar de que requiere un giarero de muestras y muchas veces son

de dificil interpretacion.

Otras redes neuronales artificiales utilizadasr&najos con olfatometros electrénicos son
los mapas auto-organizados (SOM) con los cualesbsenen resultados comparables y
mas precisos que los de PCA (Sinesio et al., 2@Xe andlisis multivariante es uno de
los pocos no supervisados dentro de los ANNs y legue mas se asemeja al
funcionamiento de la corteza olfativa. Segun alguniavestigaciones presentan

caracteristicas intrinsecas beneficiosas tales aenhair las dimensiones de los datos v,
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en principio, no estar afectados por la derivd niliglo transitorio (Hines et al., 1997).

Por otra parte, Llobet et al. (1999) compararonrésiltados de tres tipos de métodos
inspirados en procesos biolégicos supervisados, ,MARTMAP difuso y LVQ en la
discriminacion de madurez de bananas por el cotorlad piel, obteniendo mejores
resultados de clasificacion con ARTMAP difuso y L&y comparacion con MLP.
También comprobaron que los analisis ARTMAP difusosn mas adaptativos que los
demas, aprendiendo a medida que introducian nu#stos sin perder el conocimiento

previo.

Si bien en la actualidad los ANNs son cada vez mifigados en quimiometria debido a
las ventajas antes citadas, presentan grandeseprabl en la interpretacion de los
resultados (Hines et al., 2003) y adolecen de faétareproducibilidad, ya que no se
consigue reproducir el mismo modelo a partir deda®s originales aunque se repita el
andlisis (Xu et al., 2006).

Algoritmos Genéticos (GA)

Por ultimo, los algoritmos genéticos fueron propoegor H. Holland y se basan en los
principios de evolucion natural (Boilot et al., 3)®olland, 1992). Este analisis no es muy
utilizado en el caso de los olfatometros electrdsiicseguramente debido a que las
dimensiones no son el principal problema a solai@an este area ya que los equipos
cuentan con un maximo de 30 sensores (Verma et(dll). Sin embargo, Gardner et al.
(2005) destaca la utilidad de este analisis paselieccion de variables (sensores) dando

resultados optimos con las seleccion proporciopad&ste método.
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Objetivos

En un tiempo en el que la calidad organolépticxaa vez mas valorada, es preciso
contar con herramientas que nos permitan fenotipdel forma clara y sencilla. Esto es
especialmente importante en programas de mejolaseque se debe cribar gran cantidad
de material en poco tiempo. Entre los componengels @alidad organoléptica interna se
ha prestado mucha atencibn a aquellos relacionados la percepcion del gusto,
inicialmente con técnicas sencillas como la deteacion de sélidos solubles totales por
refractometria y actualmente con métodos mas ecemo la cromatografia liquida de
alta resolucién o la electroforesis capilar. Sinbargo, al aroma, por su complejidad y
coste de andlisis se le ha prestado menor ateridanen dia se sabe que ha sido un error,
puesto que se ha demostrado en especies comoatetgae los volatiles pueden potenciar
la percepcion del gusto y la falta de atencidntasesompuestos en programas de mejora

se ha manifestado como una de las causas de pdedaddidad en cultivares modernos.

OBJETIVOS

En este contexto, la presente tesis pretende bamti@al conocimiento del perfil volatil

relacionado con el aroma de dos prominentes cuaodas, el melon y la sandia a traves
del desarrollo de técnicas de fenotipado y su agln a la evaluacion de portainjertos
experimentales en programas de mejora. Este objstv desarrolla en los siguientes

objetivos parciales:

* Desarrollo de un método de analisis de aromasadgica melon y
sandia basado en extraccién mediante purga y traorpaartuchos
de fase sdlida (SPE) que permita cuantificar den&fiable los
principales volatiles de estas cucurbitaceas.

e Evaluacién del efecto de portainjertos experimestasobre la
calidad organoléptica de la sandia, con especitdsinen los
cambios producidos en el perfil volatil.

* Desarrollo de metodologia de fenotipado masivo dmsa&n
olfatdbmetro electronico que permita cribar mategialfuncion de su

perfil volatil.
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Analytical Methods
Quantification of prominent volatile compounds responsible for @CMk

muskmelon and watermelon aroma by purge and trap extraction
followed by gas chromatography-mass spectrometry determination
Alejandro Fredes?, Carlos Sales®, Mercedes Barreda”, Mercedes Valcarcel ¢, Salvador Rosellé?,
Joaquim Beltran ™"
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1. ABSTRACT

-

A dynamic headspace purge-and-trap (DHS-P&T) metlogy for the determination and
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guantification of 61 volatile compounds responsiblemuskmelon and watermelon aroma

has been developed and validated. The methodotoggsed on the application of purge-
and-trap extraction followed by gas chromatograptgupled to (ion trap) mass

spectrometry detection. For this purpose two difeérP&T sorbent cartridges have been
evaluated. The influence of different extractioetéas (sample weight, extraction time,
and purge flow) on extraction efficiency has betrdied and optimised using response
surface methodology. Precision, expressed as mpbiyt, has been evaluated by
analysing six replicates of real samples, showelgtive standard deviations between 3%
and 27%. Linearity has been studied in the range0e6130 ng mtt depending on the

compound response, showing coefficients of coilmlatoetween 0.995 and 0.999.
Detection limits ranged between 0.1 and 274 RgThe methodology developed is well
suited for analysis of large numbers of muskmelod aatermelon samples in plant

breeding programs.

Keywords: GC-MS, P&T, Organoleptic quality, Cucurbitaceaesponse surface
methodology.
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2. INTRODUCTION

In recent years, there has been increasing corazeong consumers regarding fruit and
vegetable organoleptic quality. In developed caasiran appreciable percentage of
consumers are willing to pay a premium for highamrgjeptic quality products, mainly for

fruits and vegetables. Considering that muskmeland watermelons are important
horticultural crops around the world with an in@i®g demand, the determination of the
organoleptic quality characteristics is becominghhj important. These determinations are
relevant as quality controls in the production/ag@/distribution system and in research
programmes, especially in the breeding sector irchvbbtaining new cultivars with better

flavour characteristics is an increasingly impottajective.

Muskmelon and watermelon flavour is directly rethtt® their sugar content, mainly
sucrose, which can reach 97% of the total solublielss content (Kultur et al., 2001; Yau
et al., 2010). Additionally, other minor componergach as organic acids and especially
volatile compounds, also contribute to define flvauances, and they can also modulate
the perception of sweetness (Monforte & AlvarezQ@0Yamaguchi et al., 1977). This
influence of aroma on the overall flavour perceptamlds credence to the recommendation
that aroma should be evaluated along with the $elslids content. It has been observed
that high levels of soluble solids do not alwayséhaorrespondingly high organoleptic
quality values (Lester et al., 1992; Yabumoto et Hd78). Moreover, the high variability
of the aromatic characteristics of muskmelon (Bieal2006a; Horvat & Senter, 1987;
Wyllie et al., 1995) and watermelon (Kim et al. 999 Yajima et al., 1985) makes this an
attribute to be considered as a quality trait widreasing importance.

Evaluation of organoleptic quality is difficult. Aommonly used determination of this
complex quality attribute of fruits and vegetables the evaluation of sensory
characteristics by a taste panel. Neverthelessy&wans of sensory attributes are often not
readily interpreted and the number of samples ¢hatbe evaluated in a single session is
low. Olfactometry combined with triangle tests webble a good approach to simplify these
evaluations and uses a more speedy method butitel@spsimple data interpretation, is
rather tedious and needs huge sample numberdsslodhtext, there has been great interest
in the substitution of these tedious and expensiauations by an objective quantification
of compounds that correlates with the sensory atiain.
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A high number of compounds with different degreksgatatility including esters, alcohols,
and carbonyl compounds (especially those contaiainge-carbon straight chain) are the
major chemical determinants of muskmelon fruit duads perceived by consumers
(Beaulieu & Lancaster, 2007; Gonda et al., 2010ntilUnow, around 300 volatile
compounds have been identified in muskmelon anénvedlon samples (Aubert & Pitrat,
2006; Beaulieu, 2006a, 2006b; Beaulieu & Grimm, 20Beaulieu & Lancaster, 2007;
Beaulieu & Lea, 2006; Homatidou et al., 1992; Jord&al., 2001; Kourkoutas et al., 2006;
Liu et al., 2012; Obando-Ulloa et al., 2008; Obatdima & Ruiz, 2010; Perry et al., 2009;
Saftner et al., 2006; Verzera et al., 2011). Dughéimportant role of volatile components
in organoleptic quality of foods and beveragesséheompounds have been widely studied
and analytical methodologies for their determinmatia fruit matrices are continuously
being developed, including both GC (Beaulieu et 2004; Beaulieu & Lancaster, 2007,
Beaulieu & Lea, 2006; Gonda et al., 2010; Kemp,51 ®Kourkoutas et al., 2006; Liu et al.,
2012) and GC-0O (Jordan et al., 2001; Lignou ekall4) methods.

A direct headspace injection could be a simpleaphaend fast option for the analysis of
aromatic volatile compounds in vegetal samples. él@x many volatile analytes in the
vapour phase of this kind of sample are often prieisetoo low concentrations (Beltran et
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al., 2006). Beaulieu & Grimm (2001) and Beaulie@Q@b) extensively analysed melon

aroma using solid-phase microextraction (SPME)omépg and verifying 25 of the
aforementioned compounds for the first time in abmtpe melons. Since then, several
studies reported SPME as a good semi-quantitatethodology for the determination of
volatile organic compounds (VOCs) in several velgstmples including muskmelon
(Kourkoutas et al., 2006; Verzera et al., 2011)isT8imple methodology presents some
advantages such as a good compound pre-concentiatisapour and liquid phases, a
solventless sample preparation method, short gidratmes, and the possibility of using
different sorbent materials depending on the natfreéarget analytes. However, this
methology presents some disadvantages in the d@uoattn process: the amount of
analytes transferred from a sample to the SPME fibrhighly dependent on the sample
matrix, adsorption capability, and several othdrastion-related parameters (Bicchi et al.,
2004).

On the other hand, headspace purge-and-trap techdignamically captures the volatile
sample fraction in a solid adsorbent, which canrdmvered by subsequent thermal or
solvent desorption. According to Contarini & Pov@R®02) the purge-and-trap technique
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can be more suited to the determination of compsuwwith lower molecular weight than
SPME. The main advantages of the former are thsilpib/ to extract several samples at
the same time together with the use of calibratiorves in solvent for quantification. In
SPME, calibration has to be performed in spiked ganmatrices, as obtaining blank
samples to prepare calibration curves is a prolilesome cases. In addition, although it is
well known that a SPME fibre can be repeatedly yseare than 100 times in automated
devices) calibration curves should be done nowthad to ensure quantitation, especially
for very complex samples. Therefore, the P&T teghai allows quantitation of the
volatiles of interest, which is an advantage comgato traditional qualitative SPME
methods. Likewise, when a large number of sampksds to be analysed, the P&T
methodology has two important advantages that fadllitate its use in plant breeding
program contexts. Firstly, the relatively low c@std amount of solvents involved and,
secondly, the capability of extracting several slssimultaneously (depending on the
laboratory configuration). Consequently the aim tbé present study has been the
development and validation of a dynamic headspaggepand trap methodology for
volatile compounds extraction followed by gas chatography coupled to mass
spectrometry (GC—-MS) determination (Buttery et E382; Homatidou et al., 1992; Kemp,
1975; Verzera et al., 2011) that might be effedyivapplied to the analysis of a large

number of muskmelon and watermelon samples.

3. MATERIAL AND METHODS

3.1. Target compounds selected

An extensive literature review showed that aroufifl Solatile organic compounds have
been described to be present in muskmelon and welen samples (Supplementary
information, Table S1). However, there are consider differences in concentration,
effect on muskmelon-like or watermelon-like aronwa, feasibility to be detected by
humans due to their odour thresholds. In most efrdviewed studies, mainly in those
where the authors compared muskmelon varieties naatlirity stages, the number of
relevant compounds was around or below ninety (Anedral., 2012; Beaulieu & Grimm,
2001; Obando-Ulloa et al., 2008; Verzera et al1,130
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The compounds studied in this work were selectdldvitng two criteria: the number of

papers in which they were cited and the concebotratevels reported. In addition,

chromatographic behaviour of the selected compoumdee GC-MS system used was
also considered. Tableshows the 61 volatile compounds analysed in thegotewvork.

3.2. Samples

Cultivars of five muskmelon types and one of walon commonly produced in Spain
were cultivated in the open air in a spring-sumrogele at Jaume | University with
common growing conditions. The plant materials weedected according to their
economic importance in the Mediterranean basiniaratder to study different aromatic

fruit profiles.

Fruits from “Piel de sapo” muskmelon typ€cumis meld.. varsaccharinufNaud.), the
most economically important type in Spain, weredusethe optimisation of the volatile
organic compounds (VOCSs) extraction. “Charentamiiskmelon typeGucumis melwvar.
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cantalupensisNaud.) was used in the validation method becausasi an aromatic profile

with the highest number of volatile compounds.

Fruits of “Tendral” type Cucumis meloL. var inodorus Naud.), “Charentais” type
(Cucumis meloL. var cantalupensisNaud.), “Galia” type Cucumis meloL. var
reticulatusSer.), “Amarillo” and “Piel de sapo” typesGucumis meld.. varsaccharinus
Naud.) and watermelonCitrullus vulgaris Schrad) were used for the real sample
quantitation analysis. Fruits were harvested atmergially optimum maturity states by
checking several morphological attributes and basiganoleptic properties, such as
soluble solid content (minimum 12 °Brix for “Chatais” and “Galia” types and
minimum 10 °Brix for the other types). After sanmgjj fruits were ground in a Thermomix
TM31 blender (Vorwerk Espafia M.S.L., Madrid, Spaimjhe case of the “Piel de Sapo”
used for optimisation of the method for enough tim@btain a homogenous sample; the
other melon types were processed in an 1100 W btendtil they were completely

homogenised. In both cases samples were immedsitelyd at 80 °C until analysis.
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Table 1. List of studied target compounds. Chromatogragf@icameters (retention time
(Rt), retention index (RI) and quantitation ion @ulon)) obtained from GC-MS
chromatograms. Validation parameters obtained afpgtication of optimized procedure
(P&T extraction using EnviCarb 500 mg cartridge® g3of melon sample).

: : Instrumental Intra-day Inter-day
RI Quan Linearity - i 2
a M Rt precision repeatability  repeatability
# Compound name CAS? no. W (min) \(A?upilé:)g Io/n rangly_(?1 R (n=6) RSD (n=6) RSD (n=3) RSD
ax (m2)  (ng mLY o) o) )

1 Methyl butyrate 623-42-7 102 4,49 900 43 454 - 2268 1,000

2 Methyl-2-methylbutyrate 86€-57-5 11€ 5,1 921 88 23-227C 0,99¢ 4 8 11
3 2-methyl propyl acetate 110-19-0 116 5,28 926 43 111 -2765 0,999 5] 8 9
4 Ethyl butyrate 105-54-4 116 594 947 71 265 - 264B000

5 Ethyl-2-methyl butyrate 7452-79-1 130 6,43 963 57 217 -2173 0,998

6 Butyl acetate 123-86-4 11€ 7,1z 98t 43 262-261¢ 0,99¢ 5 6 9
7 Hexanal 66-25-1 10C 7,3¢ 99z 56 371-371% 0,99¢

8 Propyl butyrate 10:-66-8 13C 8,81 103¢ 43 55-274%  1,00C 5 4 27
9 Ethyl pentanoate 53¢-82-2 13C  9,2¢ 1047 88 25-250¢ 1,00C

1C Butyl isobutyrate 97-87-0 144 9,72 105¢ 89 43-215% 1,000

11 Isobutyl butyrate 53¢-90-2 144 10,1¢ 1071 71 30-295(C 1,00C

12 Ethyl-(E)-2-butanoate 623-70-1 114 10,26 1074 69 26 —2596 1,000

12 Amyl acetate 12:-86-4 11€ 10,6¢ 108¢ 43 116-290C 1,00 6 13 24
14 Heptanal 111-71-7 114 11,0¢ 109¢ 70 109-272C 1,00

15 Methyl hexanoate 106-70-7 130 11,15 1099 74 26 - 2643 1,000

16 Eucalyptol 470-82-6 154 11,59 1111 93 21-2083 1,000 11 7 12
17 Butyl butyrate 10¢-21-7 144 12,31 1131 71 30-2965 1,00C

18 Ethyl hexanoate 123-66-0 144 12,88 1147 88 22-2183 1,000 6 11 31
19 1-pentano 71-41-0 88 1344 1162 55 128 -3195 1,000 4 6 8
2C Isoamyl butyrate 10€-27-4 15¢ 14,01 117¢ 70 26-264( 1,000

21 Hexyl acetate 142-92-7 144 14,35 1188 43 61 -3038 1,000 6 11 32
22 Octanal 124-13-0 12€ 14,81 120(¢ 69 99-247¢ 0,99¢

23 (2)-3-hexen-1-ol, acetate 3681-71-8 142 15,85 1231 67 27 — 2660 1,000 6 10 27
24 (E)-2-heptenal 18829-55-5 112 16,00 1235 83 42-2118 1,000

25 Ethyl heptanoate 10€-30-9 15¢ 16,41 1247 88 30-298( 1,00C

26 6-methyl-5-Hepten-2-one 110-93-0 126 16,55 1251 109 21-2130 0,999 5 12 15
27 1-hexanol 111-27-3 102 17,08 1267 56 205 -2050 1,000 2,2 5 5
28 Heptyl acetate 112-06-1 158 17,80 1288 43 119 - 2975,000

28 (2)-3-hexer-1-ol 92€-96-1 10C 18,1C 1297 67 25-252¢  1,00C 24 13 11
30 Nonanal 124-19-6 142 18,44 1307 57 108 —271Q,000

31 (E)-2-octenal 2548-87-0 126 19,60 1343 55 33-833 1,000

32 (2)-6-nonena 2277192 14C 20,3t 136¢ 81 61-613C 0,99¢

32 Octyl acetate 112-141 172 21,14 1391 43 58-291¢ 1,00C 5 22 66
34 (E,E)-2,4-heptadiena 88139t 11C  21,6¢ 140¢ 81 22-220% 0,99¢

35 Decana 112-31-2 15€ 21,8% 1413 67 49-246¢ 0,99¢

3€ (E,E)-2,4-hexadienoic acid, ethyl este  239€-84-1  14C 22,1 142 67 24-237C 1,00C

37 Benzaldehyd: 10C-52-7 10€ 22,5¢ 143¢ 108 26-261% 1,00C 4 19 16
38 (E)-2-nonena 18829-56-6 140 22,97 1450 81 49 -4890 0,995 9 18 15
39 Linalool 78-40-6 154 23,42 1465 93 23-2345 1,000

4C 1-octano 111-87-5 13C 23,6¢ 1474 55 41-206: 1,00C 3 3 3
41 Ethyl-3-(methylthio)propanoate 13327-56-5 148 23,95 1483 74 32-3185 1,000

42 (E,Z)-2,6-nonadiena 557-48-2 138 24,50 1501 70 47 - 4730 1,000
43 p-ciclocytral 539z40-5 152 25,47 J584 11C 24-235¢ 0,99¢ 4 27 18
44 Phenylacetaldehyde 122-78-1 120 26,17 1559 91 24 -2358 0,999
45 1-nonanol 143-08-8 144 26,94 1585 55 41-2070 1,000 5] 13 13
4€ 2-hydroxybenzaldehyd¢ 90-02-8 12z 27,1¢ 159¢ 12z 29-291f 0,99¢
47 (Z)-3-nonen-1-ol 10340-23-5 142 27,35 1600 67 24 - 2375 0,999 4 6 8
48 (E,E)-2,4-nonadienal 5910-87-2 138 27,85 1618 81 22-2155 0,999 12 13 16
48 (Z)-6-noner-1-ol 3585486-5 142 28,3( 163¢ 67 37-2158 1,00C 5 18 15
50 Benzyl acetate 140-11-4 150 28,63 1646 108 13-1250 1,000 4 16 46
51 1-decanol 112-30-1 158 29,55 1680 55 83-2075 0,999 6 12 10
52 (E,Z)-2,6-nonadier-1-ol 2806¢-72-9 14C 29,6¢ 168¢ 67 22-218: 0,99¢

53 (E,E)-2,4-decadienal 25152-84-5 152 30,80 1727 81 22 -2180 0,999 8 12 10
54 Phenethyl acetate 103-45-7 164 30,97 1734 104 49 — 2452 1,000 7 13 64
5E  Geranylacetone 68¢-67-8 194 32,01 177: 43 87-217% 0,99¢ 5 (e 13
56 Guaiacol 90-05-1 124 32,18 1779 109 26-2638 1,000

57 Benzyl Alcohol 100-51-6 108 32,58 1795 79 13 -1250 1,000 4 11 11
58 2-phenylethanol 60-12-8 122 33,45 1830 91 13-1250 1,000 5 13 13
5¢ B-ionone 1490-07-6 192 34,0¢ 185¢ 177 24-236% 0,99¢ 5 18 14
6C Pheno 10€-95-2 94 35,6¢ 1937 94 22-217: 0,99¢

61 Eugeno 97-53-0 164 37,2( 209¢ 164 27-265C 0,99¢

aCAS = Chemical abstract service

b Retention index calculated with n-alkanes on Supedx 10 (bonded polyethylene glycol) capillary cotu
¢Linearity range corresponding to the real concéiotnaof standards used for calibration.

dCalculated as relative standard deviation for amalyksix replicates of “Charentais” melon samples.

¢RSD calculated on 3 different days, three replicpgday giving a total of twelve values during oveek.
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3.3. Chemical and supplies

Reference standards of volatile compounds studiethl€ 1) were supplied by Supelco
(Sigma—Aldrich and Fluka; Barcelona, Spain) as ma@pounds (90-99.5% purity). GC
grade solvents were obtained from Scharlab (Bamegl®pain). Supelclean™ ENVI-
Carb™ 120-400 mesh, 500 mg and TENAX®TB0-80 mesh, 500 mg SPE Tubes 6 mL
(Supelco, Barcelona, Spain) were used as trapad&ta stock solutions (500 mg')of
the individual volatile standards were preparedagetone, from which seven mixed
standard solutions (around 50 mg)Lwere obtained, by 10-fold volume dilution in
acetone. Calibration solutions were prepared froorkimg solutions by consecutive
volume dilutions with n-hexane to different finarcentrations, according to the detector
response for each compound (more concentrated védsponse was lower). All standard
solutions were stored at 18 °C in sealed glass \iaithout leaving any headspace) to
avoid analyte losses and to ensure reproducibgisyrecommended in many references
(Koztowska et al., 2006).
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3.4. Optimised extraction procedures

The extraction was carried out using a dynamic seace system (DHS) using a purge &
trap home-made device (Beltran et al., 2006) usargmercial (500 mg) SPE cartridges as
traps. Before analysis, trap cartridges (EnviCafi $00 mg in the optimized method)
were conditioned with 5 mL of diethyl ether £69), followed by 5 mL of n-hexane and
finally vacuum dried for 10 min. A sample amount3@ g of homogenised fruit was
weighed into a 150 mL flask closed with a glass wétp two connection tubes; the inlet
tube was connected to a dry nitrogen gag @durce and the outlet tube to the trap. The
extraction time was adjusted to 49 min using @ogin flow rate of 1.6 L mih Samples

were stirred at 300 rpm using a magnetic stir Ioarfzeated at 40 °C.

After extraction, each cartridge was eluted withm®& of diethyl ether/hexane (1:1)
followed by 5 mL of diethyl ether directly into aagluated glass tube. The extract was
evaporated under a gentle nitrogen stream at aatieak temperature of 35 °C to a final
volume of 0.5 mL. The final extract was dividedtimo aliquots in vials with 200 pL

inserts, sealed and stored in a freezer at 20 #Cthair analysis by GC-MS (ion trap).
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Optimised recommended procedure was developed plyiap a multivariate response
surface optimisation of the factors considered mmgtortant and influencing extraction
efficiency. Three factors at three different lewsksre considered (A: sample weight (g); B:
extraction time (minutes); C: gas flow (% max soaflel.6 L min'). Sample weight was

studied in the range from 5 to 30 g (levels 5, 1ah8 30), extraction time from 15 to 60
min (levels 15, 37.5 and 60) and gas flow from d@.6 mL min® (levels 10, 55 and

100% max scale). The studied parameter ranges sadeeted according to previous
experience with a similar method developed for tmrsamples (Beltran et al., 2006). A
Box—Behnken design (Anderson & Whitcomb, 2005) iimgy of 17 experiments (ran in

three blocks) was obtained and results obtaineat ektraction and GC—MS determination
were analysed using Design Expert Software (VerSior2, Stat-Ease, Inc., Minneapolis,
MN).

Optimisation experiments were carried out usingjnaécated above, a “Piel de sapo”
muskmelon sample. As response variables, onlyvileé/¢ most prominent compounds in
this muskmelon type were used: (E,Z)-2,6-nonadjgi@a}3-hexen-1-ol, (Z)-3-nonen-1-ol
acetate, (Z)-6-nonenal, (E)-2-nonenal, (E,Z)-2,6athen-1-ol, (Z)-3-nonen-1-ol, (Z)-6-
nonen-1-ol, 1-hexanol, 1-nonanol, benzaldehyde aodanal. A quadratic regression
model was used to adjust experimental data andggtto the data were checked with
ANOVA. The optimal extraction conditions were detémed using a weighted desirability
function together with a simplex algorithm with i\adole size (Anderson & Whitcomb,
2005). This desirability function finds the comiioa of extraction factors which best
satisfies the objective fixed for each VOC stud{gsbximisation of extraction) when
considering all the compounds simultaneously. Tlegification of the validity and
adequacy of the predictive extraction model wasckbe by the application of the
optimum extraction conditions selected to six ik samples and comparing model

predictions with experimentally obtained valuesgsa two sided t-testi(= 0.01).

3.5. GC-MS determination

A Varian CP-3800 gas chromatograph coupled to asmspsctrometry detector (Saturn
4000, Varian) was used for the determination ofatrld compounds in muskmelon and
watermelon samples. The analytes were separatedd 3thm, 0.25 mm Supelcowax 10
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(0.25 um film thickness) capillary column (Supel&gllefonte, PA), using helium at a

constant flow of 1 mL mi¥ as carrier gas.

The temperature program was: 40 °C for 5 min, thereased to 160° C at 4 °C mjrand

finally increased to 250 °C at 30 °C mjrwith a final isothermal stage of 1 min (total
chromatographic analysis time 39 min). InjectionlgiiL of sample in the splitless mode
(injection port temperature 220 °C) was performathg a Varian 8400 autosampler
equipped with a 10 pL syringe. MS (ion trap) deteations were performed in full scan
mode (m/z scan range of 50-200 Da) using electrgract ionization (70 eV) in positive
ion mode and external ionisation configuration. MS-interface, ion trap and manifold
temperatures were set at 275, 190 and 60 °C, taggdgcRetention indices for all studied
compounds were calculated using a standard contpinialkanes (C7-C30) on a

Supelcowax 10 capillary column and following thenfiolla given by Kovats (1958).

Quantitation was carried out by using external ddan calibration curves obtained by
using peak areas from the corresponding extracrdchromatograms for the selected
quantitation ion (Q) for each compound (Table 1pnfpounds with concentration
exceeding linearity range were quantified by drgtextracts with n-hexane until proper

concentration.
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3.6. Validation

Method validation was carried out by applying at&gy considering linearity, precision
(instrumental, intra-day, and inter-day), seletyivi and detection limits, using
“Charentais” muskmelon samples. The validatiomgoaeters applied were:

Linearity: GC-MS injection of three replicates dfetcomplete calibration curve with
seven concentration levels, defined according feeeted real sample contents for each

compound.

Selectivity: a procedure blank (complete extracpoocedure applied over an empty flask)
was injected in the GC-MS system.

Instrumental precision: a single sample extract wgsted 6 consecutive times.

The intra-day repeatability was determined by eting and analysing 6 replicates of the

same sample under identical experimental conditbonthe same day.
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Inter-day reproducibility was performed by analgsit? replicates of the same sample on
three different days in a period of 5 days (6 kgiks on day 1, 3 replicates on day 3 and 3

replicates on day 5).

Limits of detection (LOD) were calculated as thevdst concentration corresponding to a

peak with a signal/noise ratio of 3.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. GC-MS determination

Table 1 shows retention time, retention index amandgjfication m/z ions for each studied
compound, obtained after injection of solvent staddsolutions prepared in n-hexane. The
guantification ions were selected according torthéundance in the mass spectrum and
their signal-to-noise ratio. As an example Figurghtbws the chromatograms obtained for
(a) a standard mixture of the 61 compounds seleateéd{@ a “Charentais” muskmelon

sample extract. .

4.2. Extraction optimization

Once the GC-MS conditions for the selected compsumdre obtained the extraction
conditions were optimised. Optimisation was dividiedwo steps: firstly effectiveness of
the sorbent type used as trap was studied. Secamahore accurate procedure based on
response surface method optimisation was applietht@in the exact extraction conditions
that favoured overall extraction of all studied gmunds.
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Figure 1. a) Total ion chromatogram (TIC) of a standard mixtwe 61 volatile
compounds ant) TIC of a Charentais muskmelon sample extract. Bd#e 1 for peak
identification
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In the first step, two commercial adsorbents (50§),nENVI-Carb and TENAX, were
evaluated applying the purge-and-trap procedurd wittial fixed conditions (sample
weight 30 g, extraction temperature 40 °C, extoactime 30 min, purge gas flow 1.6 L
min) according to Beltran et al. (2006). After extiant each cartridge was eluted with
three different solvents of increasing polarity ethiwere collected separately: Fraction 1,
elution with 5 mL hexane—diethyl ether (1:1) miduFraction 2 elution with 5 mL diethyl
ether and Fraction 3 consisting of 5 mL ethyl ameetd&ach fraction collected was
concentrated to 0.5 mL final volume (adding 0.5 mi hexane prior to B stream
evaporation) and injected in the GC-MS system ttepto get the maximum information
from these experiments, two “Piel de sapo” homuged muskmelon samples were
spiked with a mixture of 61 target compounds givanfinal nominal sample concentration
of around 50 nggfor each compound. Chromatograms obtained weegiated (using Q
ion extracted chromatograms) and the peak areasaidn compound in both adsorbents
compared. Results indicated that almost all v@atibmpounds were eluted in the first
fraction (Fraction 1), whereas in Fraction 2 (5 ofldiethyl ether) only the most retained
compounds were still present corresponding to fleas 10% of peak areas obtained in
Fraction 1 (except for 1-pentanol in Tenax careidgat showed a peak area of around
45% of the peak area in Fraction 1). In Fractio53mL ethyl acetate) none of the
compounds studied was detected. Accordingly, ssdeeiution conditions were 5 mL
hexane—diethyl ether (1:1) mixture followed by 5 whiethyl ether, collected together and
evaporated to a final volume of 0.5 mL.

In relation to the effectiveness of the adsorbessslts showed that all target analytes were
detected in both cases (Tenax and EnviCarb sorendcts). In addition, peak areas
obtained for more than 65% of compounds were ofstrae order (approximated as the
sum areas for both elution fractions). Differené@snd were especially relevant for 2-
methylpropyl acetate and methyl 2-methylbutyrats tiad signals in EnviCarb of around
40% and 20%, respectively compared to those olataine Tenax (values for 2-
methylpropyl acetate and methyl 2-methylbutyrateren82,650 and 42,335 in Tenax
sorbent, and 34,010 and 8550 for EnviCarb). Alttotige performance of Tenax sorbent
is a little better than EnviCarb, both sorbentsowllextraction of all considered
compounds, and were considered suitable accorditigetaims of the developed method.
To complete the first stage of the extraction opation, a breakthrough volume test was
performed by using two cartridges connected sealbnto retain analytes (trap). Eluting

the two cartridges separately as indicated betbeetesults showed that only 8 compounds
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reached the second EnviCarb cartridge and alwagls rmeduced signals. With Tenax

cartridges, the number of compounds reaching tbenskcartridge increased to 16.

In conclusion, these results, coupled to the faat EnviCarb cartridges are much less
expensive than those of Tenax (about one thirdhefprice, which is an important factor
because in plant breeding programs it is necessamake hundreds of samples for a
complete evaluation of the segregant generatiomd)tlaeir availability (Tenax cartridges
are manufactured on demand) led to the EnviCartridge being the option selected to

continue the work.

The next step in method development was optimisadio*purge-and-trap” conditions.
Taking into account the vast diversity of compounalsd their physicochemical
characteristics, it is really difficult to find wé¢hh combination of factors maximises the
response (in terms of peak area for all compoundls) the smallest number of simple
experiments possible. Therefore, the use of anrewrpatal response surface multivariate
design was considered with 3 main factors in thieaekon process. These factors were
sample weight, extraction time, and nitrogen pudlg®. Sample weight was studied in the

range of 5 to 30 g, extraction time from 15 to 6@ and purge flow from 0.16 to 1.6 mL
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mint. Seventeen extraction experiments were perforrsedyjwa sample of “Piel de sapo”

muskmelon type in a Box— Behnken design (in threels). Extracts obtained were
analysed by GC-MS and the peak areas for twelvgpoands selected according to peak
areas and representativeness of the main VOCs gr@igehydes, alcohols and esters)
were obtained. The responses (corresponding tajula@titation ion chromatograms in
each case) were used to determine the best maibahmbdels explaining the variability
of the results. All the response surface model®ld@ed to explain the influence of the
studied factors on extraction efficiency were statally significant (p < 0.01). The factors
(sample weight, extraction time and gas flow) amderactions that influence the
extractions performed for each studied volatile poond are summarised in Table 2
(column 2, model adjust group of parameters). Res¢ models, regression coefficients of
determination showed that, in general, the modelsgonse covers the point cloud of the
experimental results well or very well (columnsrlal in Table 2) and unexplained point
cloud curvatures which might diminish their use&sda do not exist (as shown by the non-
existence of significance between “lack of fit'f cesidues to the pure error of the model,
column 5 in Table 2). Moreover, 10 of the 12 cadtedl models showed high or very high

precision as shown by the signal-to-noise ratioapater (column 6, Table 2).
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Consequently, we consider that the models can exiila experimental results obtained in

a complete way.

Table 2.Results obtained in the optimization of volatilesraction in muskmelon samples
using RSM. Significant model factors, parameters nodbdel goodness of fit and

confirmation results in the optimum extraction cibiodis predicted are indicated.

Model Adjust Confirmation trial

Significant factors

and interactions Model R*  “Lack of fit” Adequate Predicted 99% PI  Observed 99% PI

RZ

of each RSM adjusted”  significance® precision® mean low mean high

model?
(E,Z)-2,6-nonadienal cc 0,83 0,62 0,51 5,81 55099 32546 363834 1,78E+12
(2)-3-hexen-1-ol B, AB, B, C 0,96 0,96 0,29 0,61 51998 24457 34512 107857
(2)-3-hexen-1-ol acetate A B,C 0,86 0,82 0,41 0,72 12329 7554 5611 17104
(2)-6-nonenal ACC 0,90 0,78 0,25 8,77 24909 12069 80796 1,14E+06
(E)-2-nonenal C,C 0,87 0,71 0,44 6,64 10068 6184 53218 61901
(E,Z)-2,6-nonadien-1-ol A B C 0,91 0,79 0,63 9,11 29926 8416 91323 745203
(2)-3-nonen-1-ol A B,AB, B, C 0,97 0,93 0,41 17,78 397585 228228 401428 683299
(2)-6-nonen-1-ol B, B% C 0,90 0,78 0,39 9,24 356696 89924 296002 1,31E+06
1-hexanol B 0,47 0,35 0,17 6,87 25584 9912 18747 117278
1-nonanol B,C,B2,C 0,90 0,77 0,24 10,21 90253 31301 104524 703071
Benzaldehyde B, AB, A%, B? 0,91 0,80 0,53 10,59 9453 7076 73814 11829
Nonanal C 0,58 0,49 0,30 8,05 25214 13240 52143 124037

2 Model factors: A = sample weight (g), B = extrantiome (min) and C = gas flow (% max of the scaléLImin?).

b Regression coefficient of determination correctechéwe a meaningful comparison of models with veiffedbnt
numbers of explicative factors.

¢ Comparisons of the “Lack of fit” of the residualsatése to the model pure error indicates the prdigtof a curvature
not considered in the model could occur. When plhisameter is not significant (P>0.05) the lackib€éuld occur due
to noise and the model is good.

4 The adequate precision measures the signal te rati®. A ratio greater than 4 is desirable.

¢ Anomalous value

The developed models showed that factor A (sampigiw) and factor B (extraction time)
were the main factors influencing extraction foy-@&hexen-1-ol, (E,Z)-2,6-nonadien-1-ol,
(2)-3-nonen-1-ol, benzaldehyde, (Z)-6-nonen-1-oigd d-hexanol. Factors A and C (gas
flow (% max scale; 1.6 L mif)) were relevant in the extraction of nonanal, 8)exen-1-
ol, and (2)-6-nonenal; and factors B and C wereartgnt for the rest of the compounds.
The magnitude and influence of each factor on eawhpound extraction can be seen
better in the individual graphic representatioriref models (Figure 2). In these plots, it is
easy to see the conditions that maximise eachilolampound extraction and that the
maxima of all these models were obtained at diffevalues of the studied factors. So, the
determination of a common optimum combination wasreenely difficult, since the

maximum values of all these models did not coincitte solve this problem, a weighted
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desirability function (Anderson & Whitcomb, 2005rgeted to maximise the extraction
for each compound was applied. Desirability resuidicated that the optimum joint
extraction conditions corresponded to 30 g samg@ight, 49 min of extraction time and a
gas flow of 1.6 L mift (marked as solid black lines in the factors plaheach subplot in
Figure 2). With the calculated optimal levels fbe textraction parameters we can obtain
the extraction values expected for each compousted numerically as the “predicted

mean” column in Table 2).

To check the reliability of the optimised model ddions, an assay was performed by
extracting six replicates of a “Piel de sapo” ga@emwith the optimised conditions and
subsequent GC-MS determination. Predicted extractieans from the models were used
to construct confidence prediction intervals (cahgm8 and 10 in Table 2). Actual
confirmation values obtained (column 9 in Tableg@herally fall within these confidence
intervals and, consequently, there are no sigmfiaifferences between predicted and
observed extraction values. Only benzaldehyde and3-hexen-1-ol acetate were
exceptions. In the case of benzaldehyde, the resmadtan anomalous value because other
samples of “Piel de sapo” muskmelon analysed urile optimal extraction conditions
showed benzaldehyde area values that fit wellemptiedicted interval. In relation to (Z)-3-
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hexen-1-ol acetate, its value in this confirmatagsay was slightly under the lowest

predicted value, but considering that this compohliasl the narrowest confidence interval

(together with benzaldehyde) the model optimisapicedictions could be accepted.

In conclusion, the use of 30 g of weight samplen¥8 of extraction time with EnviCarb
phase, elution with 5 mL hexane—diethyl ether (Irixture followed by 5 mL diethyl
ether and 1.6 L mih of nitrogen flow were selected as the best extraatonditions for

the purge-and-trap methodology developed in thidyst
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Figure 2. Response surface plots showing the effeét:adample weight (g)B: extraction

time (min) andC: gas flow (% max of the scale, 1.6 L min-1) on trenalp area of
prominent volatile compounds found in muskmelon amdtermelon. The selected
conditions with the weighted desirability functido maximize global extraction are
represented with a vertical black solid line.
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4.3. Validation

Once optimised, the method was validated in teriBnearity using solvent standard

solutions, and in terms of specificity, precisiomdadetection limit using real samples.
Although “Piel de sapo” muskmelon type was used rihethod optimisation, preliminary

experiments showed that “Charentais” muskmeloaspnted a higher number of volatile
compounds compared to the rest of the cultivarst s@s selected for validation studies.
Linearity was tested by injecting (in triplicate) concentration level standards ranging
from 10 ppb to 5 ppm (nominal concentration). Thaibcation curves generated by
plotting peak areas (Q ion signal) versus conctatrgng mL?) of each standard showed

acceptable correlation coefficient$)(® 0.995 for all the compounds studied.

Precision was calculated by obtaining the instrumdemtra-day and inter-day precision
(expressed as %RSD) of peak. Instrumental precigion 6) ranged from 2% to 12%.
Intra-day (n = 6) precision showed RSD (%) belowe26xcept for octyl acetate and b-
cyclocitral. As could be expected, the inter-dayDR&ere higher than intra-day precision,

especially for benzyl acetate, hexyl acetate, pingheacetate, octyl acetate, propyl
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butyrate, amyl acetate, (Z)-3-hexen-1-ol acetaté, ethyl hexanoate that showed a RSD

greater than 20%. During method development andatadn we considered the feasibility
of using an internal standard to improve precisama account for recovery, but when
using D3-methyl salicylate as a surrogate onlyva éempounds improved, while the rest
of them showed a big deterioration in precisioneShRSD results were better than those
reported for a liquid—liquid extraction method cteghto GC-MS (Aubert & Bourger,
2004), and similar to those obtained by our groamgi the SPME technique for some
coincident compounds in tomato samples (Beltraad.e2006). All the values for precision
and linearity are shown in detail in Table 1. Datetlimits (LODs) were calculated as the

concentration of a peak having a signal/noise w@ti® (Table 3).
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Table 3- Real sample determination.

Muskmelon (ng g*) ?

Rt ‘ Piel ‘ ‘ Watermelon LOD

# (min) Compound name Charentais Tendral de Galia  Amarillo (ng g*? (ng g%
sapo

1 4,49 Methyl butyrate 17,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9,7
2 51% Methyl-2-methylbutyrate 30,4 n.d. n.d 1,2 0,8 n.d 0,¢
3 5,28 2-methyl propyl acetate 1805,7 n.d. n.d. 4,8 2,9 n.d. 1,6
4 594 Ethyl butyrate 626,9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 13,8
5 6,43 Ethyl-2-methyl butyrate 248,0 8,4 86 91 9,0 8,3 1,8
6 7,12 Butyl acetate 3038,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 274,2
7 7,36 Hexanal n.d. n.d. 11,4 3,9 5,4 31,9 2,4
8 8,81 Propyl butyrate 717,4 n.d. n.d. 2,5 1.2 n.d. 0,4
9 9,28 Ethyl pentanoate 2,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,4
10 9,72 Butyl isobutyrate 0,7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,4
11 10,16 Isobutyl butyrate 2,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,4
12 10,26 Ethyl-(E)-2-butanoate 0,6 n.d. nd. nd. n.d. n.d. 0,3
13 10,69 Amyl acetate 124,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,8
14 11,06 Heptanal 1,0 0,9 1,5 1,7 1,3 1,4 0,8
15 11,15 Methyl hexanoate 2,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1
16 11,59 Eucalyptol 1,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,2
17 12,31 Butyl butyrate 11 n.d. n.d n.d n.d. n.d 0,6
18 12,88 Ethyl hexanoate 16,7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,5
19 13,44 1-pentanol 10,3 3,9 34 4,4 4,0 26,9 0,8
20 14,01 Isoamyl butyrate 0,7 0,8 n.d. 0,9 1,0 1,1 0,1
21 14,35 Hexyl acetate 1679,7 n.d. n.d. 12 n.d. n.d. 0,6
22 14,81 Octanal 2,1 0,8 1,3 1,1 1,2 15 0,2
23 15,85 (Z)-3-hexen-1-ol acetate 145,2 n.d. n.d. 0,7 0,9 0,6 0,1
24 16,00 (E)-2-heptenal n.d. n.d. 2,3 0,8 2,0 4.4 0,3
25 16,41 Ethyl heptanoate n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. 0,2
26 16,55 6-methyl-5-hepten-2-one 1,0 0,9 1,0 0,9 1,0 25,0 0,1
27 17,08 1-hexanol 491,6 6,4 2,7 3,9 2,6 1515 0,8
28 17,80 Heptyl acetate 42,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,6
29 18,10 (2)-3-hexen-1-ol 74,0 4,8 2,6 4,3 25 18,9 0,3
30 18,44 Nonanal 7,6 18,5 103,1 28,0 69,8 25,4 7,0
31 19,60 (E)-2-octenal 47,1 n.d. 0,9 n.d. 04 1,8 0,3
32 20,35 (Z)-6-nonenal n.d. 7,2 62,4 22,2 48,6 6,0 0,8
33 21,14 Octyl acetate 268,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,8
34 21,69 (E,E)-2,4-heptadienal n.d. 0,8 11 0,8 11 1,0 0,3
35 21,83 Decanal 1,8 1,6 1,9 2,1 1,8 1,7 0,5
36 22,12 (E,E)-2,4-hexadienoic acid ethyl ester  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,2
37 22,54 Benzaldehyde 9,5 1,1 1,3 15 4,0 11 0,1
38 22,97 (E)-2-nonenal n.d. 4,0 23,7 51 8,0 36,1 1,3
39 23,42 Linalool n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. 0,2
40 23,69 1-octanol 600,2 3,1 2,0 2,2 1,9 30,8 0,7
41 23,95 Ethyl-3-(methylthio)propanoate 1,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1
42 24,50 (E,2)-2,6-nonadienal 1,2 2,6 107,1 141 38,9 17,4 0,9
43 25,43 B-ciclocytral 0,4 n.d. n.d. n.d. n.d. 11 0,2
44 26,17 Phenylacetaldehyde n.d n.d. n.d n.d n.d. n.d 0,2
45 26,94 1-nonanol 6,4 207,0 345 20,7 33,6 292,4 0,7
46 27,19 2-hydroxybenzaldehyde n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,2
47 27,35 (2)-3-nonen-1-ol 57 1385 118,7 91,0 15,7 2043,9 0,2
48 27,85 (E,E)-2,4-nonadienal 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,1 0,2
49 28,30 (2)-6-nonen-1-ol 14 184,4 9,7 19,2 32,4 34,7 0,2
50 28,63 Benzyl acetate 175,9 0,5 n.d. 3,3 12,5 n.d. 0,1
51 29,55 1-decanol 11,2 11 n.d. 0,9 n.d. 2,1 0,1
52 29,69 (E,Z2)-2,6-nonadien-1-ol n.d. 4,4 1,7 11 0,9 9,7 0,7
53 30,80 (E,E)-2,4-decadienal 1,0 n.d. n.d. n.d. n.d. 2,6 0,1
54 30,97 Phenethyl acetate 9,9 n.d. n.d. 0,6 0,5 n.d. 0,1
55 32,01 Geranylacetone 2,1 n.d. n.d. n.d. n.d. 53,4 15
56 32,18 Guaiacol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1
57 32,58 Benzyl Alcohol 16,4 0,6 0,7 0,7 11 1,6 0,2
58 33,45 2-phenylethanol 2,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1
59 34,09 B-ionone 0,8 0,2 0,2 0,2 0,3 2,6 0,1
60 35,65 Phenol n.d. n.d. nd.  nd. n.d. n.d. 0,2
61 37,20 Eugenol n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. 0,2

aValues expressed in ng dresh weight.

b These values were estimated from the lowest ditite calibration curves.

n.d. this compound was not detected in real samples
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4.4. Determination of real samples

The applicability of the developed methodology wested by extracting a number of
muskmelon and watermelon samples, which were esgetti have different volatile
profiles. For this purpose 5 muskmelon types (“f&maais”, “Galia”, “Piel de Sapo”,

“Tendral” and “Amarillo”’) and one watermelon dtivar were evaluated.

Figure 3 and Table 3 show results obtained by applthe developed dynamic headspace
purge-and-trap methodology making use of EnviCaabtridges with the optimised
extraction conditions. As was expected, a strongpyggic profile effect was observed,
with changes both in single and relative analytateats in the muskmelon types or
watermelon analysed. “Charentais” muskmelon shiwemore complex volatile profile
when compared with other muskmelon types, with dimmounds detected, while the rest
had around or slightly below 30 compounds dete¢lable 3, column 4-9). All these
samples contain ethyl 2-methylbutyrate (Z)-3-notewi; (Z)-6-nonen-1-ol and (E,Z)-2,6-
nonadienal, which are reported to have a muskmiétenflavour (Saftner et al., 2006;

Verzera et al., 2011). Several studies reported Phmethylpropyl acetate, ethyl 2-
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methylbutyrate, ethyl butyrate, ethyl hexanoatetylbacetate, hexyl acetate, 1-hexanol,

(2)-3-hexen-1-ol, ethyl 3-(methylthio)propanoateydabenzyl acetate were the main
organic volatiles observed in some cultivars ofh&entais” muskmelongCucumis melo

var cantalupensigin concentration ranges similar to the ones founthis study (Aubert

& Bourger, 2004; Kourkoutas et al., 2006; Obandtd&liet al., 2008). The “Charentais”

melon profile was differentiated from the otherstbg presence of butyl acetate, ethyl 3-
(methylthio)propanoate, ethyl butyrate, amyl aestéieptyl acetate, methyl butyrate, 2-
phenylethanol, ethyl hexanoate, phenethyl acetatthyl hexanoate, isobutyl butyrate,
butyl isobutyrate and octyl acetate. Geranylacetaras only present in watermelon
samples and compounds like (Z)-3-nonen-1-ol, b#enqE)-2-heptenal and (E,Z)-2,6-
nonadien-1-ol were present at higher concentrationg/atermelon compared to other
samples. “Tendral” muskmelon type contained thghlest concentration of (Z)-6-nonen-
1-ol. “Piel de sapo” muskmelon type presented thighest concentration of (E,Z)-2,6-

nonadienal and (Z)-6-nonenal.

Regarding the analytical methodology used to evalasomatic profiles, in the literature
several works can be found dealing with SPME, inctvlonly semiquantitative data,

expressed as peak area or percentages (Beaulieim8n(32001; Kourkoutas et al., 2006;
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Lamikanra & Richard, 2002; Obando-Ulloa et al., 208aftner et al., 2006) are reported,
making use of a single external standard (Beaul6Q5) to calculate relative responses or
by using standard additions (Verzera et al., 20lyur opinion, the method developed in
the present study has improved compound quantitadibowing the use of external
calibration with a mixture of standards in purevsals, avoiding the need for using
standard additions method or matrix matched cdlimma Recently stir-bar sorptive
extraction (SBSE) (Amaro et al., 2012) has beerd usecarry out studies in order to
differentiate samples through similar quantitatiasing external standard calibration.
However, the application of this technique requitke use of specialised equipment.
Additionally, as the validation of the method has been thoroughly discussed by Amaro
et al. (2012) it is not easy to compare both methddivantages of the proposed purge-
and-trap technique compared to SPME and SBSE tegydssibility of extracting several
samples at the same time, saving analysis timeetheting overall costs and the fact that
a final volume of extract compatible with every G¢stem is obtained allowing it to be
stored and injected several times and in differgydtems, e.g., high resolution mass
spectrometry, for further elucidation of unknowngetrospective analysis. Our laboratory
configuration permitted the extraction of up toanples at a time; but this is completely

scalable and could be upgraded to more than 1%imean routine laboratories.

The method developed is useful, reproducible andmdgeous compared with previous
methods, by being easier, less expensive and wgiheh sample throughput. The data
obtained agreed with that in the literature, angtbuggested that the method is a relevant

tool to differentiate the volatile profiles in musklon and watermelon breeding programs.
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6. APPENDIX A. Supplementary data

Table S1.Review of the volatiles compounds presented inomedamples reported in

eleven articles. The table shown the reported comg®, CAS numbers, references with

the concentration (in the cases that they are gat)t and comments about sensory

descriptors or significant features.

# | Compounds CAS (Reference)Conc. (unitsy®anaion Comments
1 |(E)-2-butenal 123-73-9 |(11)14,8@g/kg)
2 | SRS G B | o515 [aang
3 | (E)-2-heptenal 18829-55-5 | (1) n.q.;(9) 0,1(%ared)
4 | (E)-2-hexen-1-ol 928-95-0 |(9)tr?
5 |(E)-2-hexenal 6728-26-3 (Ol;ggargazﬂn(fl)(ﬂllzgillgg;gs ©) Main melon aroma
(1) 49172(ared) (2) n.qg.;(6) 3-10(rel. to
6 |(E)-2-nonenal 18829-56-6 | 100ngy; (9) 2,3(%ared) (10) 2,7-6,9(pAj; (11)| Adheyde, soapy; Melon
7,9-61,6(0/kg)
7 | (E)-2-octen-1-ol 18409-17-1|(9) tr.9
8 | (E)-2-octenal 2548-87-0 | (1) 2088(ared) (2) n.q. —
9 |(E)-2-pentenal 1576-87-0 |(4) 7,6(ng/kg) 9
10 | By pcenel (7 B 008, s 07.0| ) nai 2 na 2
11 | (E)-3-hexen-1-yl acetate 3681-82-1 | (1) n.g.;(2) n.q.;(6) 1-25(rel. to 100ng) %
12 | (E)-6-nonen-1-ol 31502-19-9 | (9) 0,1(%ared) ©)
13 | (E)-6-nonenal 2277-20-5 | (9) tr.? Sweet, creamy
14 | (E)-cinnamic aldehyde 14371-10-9 | (3) n.q.
15 | (E)-citral 141-27-5 | (1) n.q.;(2) n.qg.
16 | (E,E)-2,4-decadienal 25152-84-5| (1) n.q.;(9) tr9 Fatty
17 | (E,E)-2,4-heptadien-1-ol 33467-79-7 | (9) tr8
18 | (E,E)-2,4-heptadienal 4313-03-05 | (1) n.g.;(9) 0,2(%ared)
19 | (E,E)-2,4-nonadienal 5910-87-2 | (1) n.q.;(2) n.g.;(9) n.q. Fatty, fried
20 | (E,E)-2,6-farnesol 106-28-5 |(9) 0,4(%ared)
21 | (E,E)-3,5-octadien-2-one 30086-02-3 | (1) n.q.
22 | (E,E,2)-1,3,5,8-undecatetraene 81717-82-0( (1) n.q.
23 | (E,2)-2,4-decadienal 25152-83-4 | (1) n.q.
24 | (E,2)-2,4-heptadienal 4313-02-04| (1) n.q.;(9) 0,1(%ared)
25 | (E,Z)-2,4-nonadienal 21661-99-4 | (1) n.g.;(2) n.q.
26 | (E,Z)-2,6-nonadien-1-ol 28089-72-9 | (9) 12,2(%ared)
ZJra— ssran2 | WSSEED 0 O T | Ve, cucber on
28 | (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol 56805-23-3 | (9) 5,7(%ared) (11) 104ug/kg)
29 | (E,Z,2)-2,4,7-decatrien-1-ol not found | (9) 1,8(%ared)
30 | (Z2)-2-nonenal 60784-31-8 | (9) n.q. Soapy, fatty
31 | (2)-3-hepten-1-ol 1708-81-2 | (9) 0,2(%ared)
32 | (Z2)-3-hepten-1-yl acetate 1576-78-9 | (6) 3-8(rel. to 100nd)

91



Capitulo 1

(1)n.q.;(3) n.q.;(4) 6,9(1g/kgj; (5) 2 (ppm);

na

ty

h

D

33 | (2)-3-hexen-1-ol 928-96-1 (9) 0.2(%ared) (11) 120g/kg) Herbal, green
(1) 3334976(ared) (2) n.q.;(3) n.q.;(4) Green, herbal, banana;
34 | (Z2)-3-hexen-1-ol acetate 3681-71-8 | 28,8(ug/kg); (5) 0,27 (ppm){6) 32-583(rel. to| Higher concentration;
100ngy; (10) 3-145,2(pA) Green, fruity
35 [ (Z2)-3-hexenal 6789-80-6 | (1) n.q.;(4) 1,2(ng/kg); (9) n.q. Green; Main melon aron
36 | (2)-3-hexenyl pentanoate 35852-46-1 | (3) n.q.
(5) n.d.;(6) 24-78(rel. to 100n§) (9) .
37 | (2)-3-nonen-1-ol 10340-23-5 | 3,1(%ared) (10) <0,3-2,7(pAY; (11)9,6- Gree“'mﬁ‘gf“t’ floral;
251ug/kg)
38 | (Z2)-3-nonen-1-yl acetate 13049-88-2 | (6) 60-200(rel. to 100n§) (10) 1,2-53,6(pA)
39 | (2)-3-octen-1-ol 20125-84-2 | (1) n.g.;(5) n.d. Toasted nut, smoky, dus
40 | (2)-3-octen-1-ol acetate 69668-83-3 | (1) n.q.;(5) 0,13 (ppm){6) 2-12(rel. to 100ngd)
41 | (2)-4-hepten-1-yl acetate not found | (6) 7-86(rel. to 100ng)
42 | (2)-4-heptenal 6728-31-0 | (9) n.q. Fishy
43 | (2)-5-octen-1-yl acetate 71978-00-2 | (6) 1-4(rel. to 100nd)
(1) n.g.;(2) n.q.;(3) n.q.;(5) n.d.;(6) 2-57(rel.
44 | (2)-6-nonen-1-ol 35854-86-5 | to 100ngy; (9) 23(Yared) (10) <0,3-1,4(pAj; | Green, vegetative; Melo
(112) tr.-24ug/kg)
45 | (2)-6-Nonen-1-yl acetate 76238-22-7 | (6) 7-141(rel. to 100ng) (10) 2,5-42,6(pA) Honeydew
A 100 | () 49172(ared) (2) n.g.;(3) n.g.;(6) 11-27(rel.
46 | (2)-6-nonenal 2277-19-2 0 100ngY; (9) 6,9(%ared) (11) 6,1-122(1g/kg) Melon
47 | (2)-7-decen-5-olide 25524-95-2 | (4) 3,4(ng/kg)
48 | (2)-9-octadecenoic acid 112-80-1 |(3)n.g.
49 | (2)-citral 106-26-3 | (1) n.q.;(2) n.q.
50 | (Z,2)-2,6-nonadienal (tentative) not found | (9) 0,1(%ared) Melon
51 |(Z,2)-3,6-nonadien-1-ol 53046-97-2 | (3) n.q.;(6) 9-29(rel. to 100ng) (9) 5,7(%ared)| Fresh; High aroma valug
52 | (2,2)-3,6-nonadienyl acetate 83334-93-4 | (3) N.0:1(6) 76-118(rel. to 100n§)(10) 2,6-
25,4(pAy
53 | 1,10-undecadiene 13688-67-0 | (1) n.q.
54 | 1,2-dimethylbenzene 95-47-6 | (8) 0,5(rel ared)
55 | 1,4-dimethylbenzene 106-42-3 |(8) 1,1(rel ared)
5 | L/ -7-Trimethylnorbonan-2-one | 45/ 485 | (7)0,4-4(%A rel.; (8) 21(rel ared)
(camphor)
. an (1) n.q.;(2) n.g.;(3) n.g.;(5) tr.; (6) tr.-16(rel. to
57 | 1,8-cineol o eucalyptol 470-82-6 100ng): (11) 38,50g/kg)
58 | 1-butanol 71-36-3 | (5) 0,42 (ppm){11)45,10g/kg)
59 | 1-decanol 112-30-1 |(9)tr?
X 70.6 | @ n.a.;(4) 21,9(ng/kd) (5) n.d.;(11)
60 | 1-heptanol 111-70-6 32,50g/kg)
(1) n.g.;(3) n.q.;(4) 20,7(ug/kgy;, (5) 1,09
61 | 1-hexanol 111-27-3 | (ppm);(6) 2-6(rel. to 100nd) (9) 0,2(%ared)
(11)tr.-618(ug/kg)’
62 | 1-methoxypropan-2-yl acetate 108-65-6 |(8) 0,7(rel ared)
63 | 1-methylethyl dodecanoate 10233-13-3|(3) n.q.
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(1) n.9.;(2) n.q.;(3) n.q.;(6) 4-48(rel. to

64 | 1-nonanol 143-08-8 | 150ngy: (9) 13,5(%ared) (11) 42, 7-53(g/kg) Fatty
65 | 1-nonen-4-ol 35192-73-5 | (3) n.q.
(1) n..;(3) n.q.;(4) 122,4(ugrkd} (5) n.d.;(6)
66 | 1-octanol 111-87-5 | 2-4(rel. to 100nd) (9) 0,1(%ared) (10) <0,3- Fatty
1,2(pA); (11) tr.-201@g/kg)
) . a4 | (1) n.a.;(3) n.q.;(4) 1,2(ug/kg); (6) 4-5(rel. to
67 | 1-octen-3-ol 3391-86-4 100ng}: (9) 0,5(%ared) (11) tr. (ug/kg) Earthy
68 | 1-octen-3-one 4312-99-6 |(1)n.g.;(9) n.g. Mushroom
69 | 1-octen-3-yl acetate 198242 | (3) n.qg.;(6) 4-28(rel. to 100ng)
) e (1) n.q.;(5) n.d.;(9) 0,4(%ared) (11) .
70 | 1-pentanol 71-41-0 11,70g/kg) acid, pungent
71 | 1-penten 3-ol 616-25-1 | (11)tr.(ug/kg)
72 | 2-(methylthio)ethanol 5271-38-5 | (3) n.q.;(5) 1,97 (ppm)
73 | 2-(methylthio)ethyl acetate 5862-47-5 | (3) n.q.;(4) 102,5(g/kd) (6) 5(rel. to 100nd)
74 | 2,3-butanediol 513-85-9 |(5) 0,47 (ppm)
75 2,3-butanediol diacetate o butane- 1114-92-7 (1) n.g.;(3) n.qg.;(4) 56181 (pg/kd) (5) 0,23
2,3-diol diacetate (ppm); (6) 7-21(rel. to 100ng)
76 | 2,4,6-nonatrienal (tentative) 100113-52-8 (9) 0,1(%ared)
77 | 2,5-octanedione 3214-41-3 | (1) n.q.
78 | 2-acetyl furan 1192-62-7 | (1) n.q.
79 | 2-butanone-3-hydroxybutanoate not found | (3) n.q.
80 | 2-ethylbutanal 97-96-1 |(3)n.q.
81 | 2-ethylfuran 3208-16-0 |(7) 0,5-3(%A rel.j
82 | 2-ethylhexan-1-ol 104-76-7 | (7)0,2-1,2(%A rel$; (11) 11,6-44,94g/kg)
83 | 2-ethylhexyl acetate 103-09-3 | (6) 3-8(rel. to 100ngd)
84 | 2-furanmethanol acetate 623-17-6 |(1)n.q.
. ) a0 |(1)N.0:(2)n.0.5(4) 22,8(ug/kg} (5) 0,76
85 [ 2-methyl 1-butanol 137-32-6 (ppm); (11) 38,6-148(1g/kg)
86 | 2-methyl butylbutanoate 51115-64-1 | (1) n.g.;(2) n.qg.;(6) 2-14(rel. to 100ng) High aroma value
87 | 2-methyl-2-butenoate 623-43-8 |(3)n.q.
88 | 2-methyl-2-butenyl acetate 19248-94-3 | (6) 2-11(rel. to 100nd)
89 | 2-methyl-3-buten-2-ol 115-18-4 | (5) 0,79 (ppm)
90 | 2-methylbutanal 96-17-3 | (11)tr.-9,3@g/kg)
91 | 2-methylbutyl 2-methylbutanoate | 2445-78-5 | (6) 1-8(rel. to 100nd) (11)tr.(ug/kg)
2-methylbutyl 2-
92 | methylpropanoate o 2- 2445-69-4 | (1) n.q.;(6) 4-14(rel. to 100ng)
methylbutyl isobutyrate
Fresh, vegetable, banang;
) 1.9 |(M)N.0:i(2)n.q;(5) 0,33 (ppm)(6) 485- o vrbie
93 | 2-Methylbutyl acetate 624-41-9 1578(rel. to 100nd) (10) 13-269,9(pA) ngher concentration;
Fruity, sweet, banana
94 | 2-methylbutyl propanoate 2438-20-2 | (6) 9-22(rel. to 100ng)
95 | 2-methylpentane 107-83-5 |(8)2,4(rel ared)
2-methylpropanal o s '
96 Isobutyraldehyde 78-84-2 |(11)8,5(g/kg)
97 | 2-methylpropanol o isobutanol 78-83-1 | (4) 8,5(ug/kagy; (5) 2,3 (ppm)
] (1) n.05(2) n.6.(3) n.0.;(5) 0,54 (PpM)(6) floral; Higher
gg | 2-methylpropyl acetate o Isobutyl | 114 194 |126-615(rel. to 100n8)(7) 1,2-18,4(%A rel§ | concentration; Sweet,

acetate

(10) 0,4-82,6(pA)

fruity
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2-methylpropyl butanoate o

(1) n.g.;(5) 0,54 (ppm){6) 4-34(rel. to

99 | isobutyl butyrate 539-90-2 1 100ngy: (10) 0,9-1,4(pAY} Fruity, ethereal
100| 2-pentylfuran 3777-69-3 | (1) n.q.
101| 3-(methylthio)-1-propanol 505-10-2 |(3) n.q.;(4) 4,8(na/kay; (5) 1,25 (ppm)
102| 3-(methylthio)propanenitrile 54974-63-9 | (3) n.q.
i - &0l (D) n.a.;(2)n.q.;(3) n.q.;(4) 57,8(ug/kd}; (6)
103| 3-(methylthio)propyl acetate 16630-55-0 29(rel. to 100ng)
104 3,3-dimethyl-2-butanol 464-07-3 |(3)n.q.
105| 3-acetoxy-2-butanone 4906-24-5 | (4) 26,8(ng/kd)
106/ 3-ethyl-2-methyl-1,3-hexadiene 61142-36-7 | (1) n.q.
107| 3-hexanol 623-37-0 |(3)n.q.
108 3-hydroxy-2,4,4- Trimethylpentyl 25265-77-4 | (8) 1(rel ared)
2-methylpropanoate
109| 3-hydroxy-2-butanone 513-86-0 |(3) n.q.;(4) 24(ug/kgy; (5) n.d.
110| 3-methyl-1-butanol 123-51-3 | (1) n.q.;(5) 0,21 (ppm)
111| 3-methyl-2-butenyl acetate 1191-16-8 | (1) n.g.;(3) n.q.;(4) 12,9(uag/kd)
3-methylbutanal o '
112 isovaleraldehyd:e 590-86-3 | (11)7,8g/kg)
3-methylbutyl acetate o isoamyl 0o (1) 563(ared} (2) n.q.;(3) n.q.;(4) .
13| scetate 123-922 | 334 o(ug/ke (5) n.d.: (10) 13-269,9(pA) Fruity, sweet, banana
3-methylbutyl hexanoate o o .
114 Isoamyl hexanoat 2198-61-0 | (1)n.q:(2) n.q.
115| 3-methylpentane 96-14-0 | (8) 2,2(rel ared)
116| 3-nonenoic acid (tentative) 4124-88-3 | (9) 0,4(%ared)
117| 3-octanone 106-68-3 | (3) n.q.
118 ﬁ,?,?—Trimethylbicyclo[3.l.1]—3— not found | (8) 0,3(rel ared)
eptene
119| 4-heptanol 589-55-9 | (4)5,7(ng/kg)
120| 4-oxononanal 74327-29-0 | (9) 0,3(%ared)
5,5,6-trimethyl-, endobicyclo[
121 22.1]-2-heptanone 3292-05-05 | (8) 0,5(rel ared)
122| 6-methyl-3-heptanone 624-42-0 |(3)n.g.
] . Y 020 | (B)n.a.;(4) 2(uglkgy; (8) 0,9(rel ared) (11)
123| 6-methyl-5-hepten-2-one 110-93-0 7.9-440g/kg)
124| Acetaldehyde 75-07-0 | (1) n.g.;(7)0,1-0,7(%A rel9
125| Acetone 67-64-1 |(7)0,1-2,3(%A reld
126| Acetovanillone 498-02-2 |(3) n.g.
127| Allyl pentanoate 6321-45-5 | (3) n.q.
fa (1) n.q.;(3) n.g.;(5) n.d.;(6) 20-46(rel. to
128| Amyl acetate o pentyl acetate 628-63-7 100ng): (10)1.2-12,5(pA) Banana, ethereal
129| Anisaldehyde 123-11-5 |(3)n.q.
@) n-?.;(Z))?-?.;(B) r(1.q|.;(4) 11.1259(1";9‘); (?) |
=5~ | 0,75 (ppm){(6) 3-10(rel. to 100ng) (8) 1,2(re .
130| Benzaldehyde 100-52-7 area) (9) 0,4(%ared) (10) 1,2-1,5(pAY; (11) Aromatic, sweet
26,8-34,7(1g/kg)
(1) 5384884(ared) (2) n.q.;(3) n.q.;(4)
131 Benzyl acetate o phenylmethyl 140-11-4 94,3(ng/kgy; (5) 0,23 (ppm){6) 78-336(rel. to| Higher concentration;
acetate 100ng}; (7) 0,9-5,9(%A rel; (9) 0,4(%ared) Sweet, fruity
(10)5,4-60,5(pA)
(1) n.g.;(2) n.q.;(3) n.q.;(4) 25,5(ng/kg); (5)
132| Benzyl alcohol 100-51-6 |5,21 (ppm){9) 7,27(%ared) (11) 23,4- Floral, fruity
25,5(g/kg)
133| Benzyl cyanide 140-29-4 |(3) n.q.
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134| Butanal 68648-78-2 | (11)tr.(ug/kg)
Butane-2,3-diol monoacetate o 3- .
135 acetoxy-2-butanol 56255-48-2 | (3) n.q.;(4) 629(ng/kg)
136| Butanoic acid 107-92-6 |(3)n.q.
(1) n.g:;(2) n.q.;(3) n.q.;(4)110,5(ng/kd] (5) ; —
137| Butyl 1-acetate 123-86-4 |0,38 (ppm){(6) 42-232(rel. to 100n8) (8) Higher E‘r’l;‘itce”“a“on’
0,3(rel ared) (10) 0,5-69,7(pA) Y
138| Butyl butanoate 109-21-7 | (1) n.g.;(2) n.g.;(5) n.d.;(6) 2-4(rel. to 100ngd)
139| Butyl hexanoate 626-82-4 |(1)n.q.
140| Butyl propanoate 590-01-2 | (1) n.q.;(5) n.d.;(6) 4-12(rel. to 100ng)
141| Carbon disulphide 75-15-0 | (11)tr.(ug/kg)
142| Chavicol 501-92-8 |(4)83,6(1a/kg)
143| Cinnamyl acetate 103-54-8 |(4)71,1(png/kg)
144| Cinnamyl alcohol 104-54-1 | (3) n.q.;(4)125,5(ng/kd)
210 |(Q)N.0:(3)N.q.5(7) 0,2-1,1(%A rel3; (8)
145| Decanal 112-31-2 0,7(rel ared) (9) tr?
146| Dihydroactinidiolide 17092-92-1 | (3) n.q.
Dimethyl disulfide o .
147 methyldisulfanylmethane 624-92-0 |(3)n.q.(7)0,2-2,7(%Arel)
148| Dimethyl malonate 108-59-8 | (3) n.g.
149| Dimethyl sulfide 75-18-3 | (11)tr.(ug/kg)
150| Dimethyl trisulfide 3658-80-8 | (9)trs Cabbage
151 D-Limonene o 1-Methyl-4-prop-1- 5989-27-5 (2) n.q.;(3) n.q.;(6) 2-11(rel. to lo_Ond) (8)
en- 2-yl-cyclohexene 0,4(rel ared) (11) 21,6-29,5g/kg)
152| Dodecane 112-40-3 | (1) n.g.
153| Dodecanoic acid 143-07-7 |(3) n.q.
154| Ethane-1,2-diol diacetate not found | (3) n.q.
1. (1) n.g.;(6) 5-10(rel. to 100ng) (7) 0,1-0,3(%A
155| Ethanol 64-17-5 | 1ol ¥: (8) 6.4(rel ared) (11) 64.2-172fig/ka) Ethanol
156| Ethyl (E or Z)-4-heptenoate 54340-70-4 (11%””-;(2) n.g.;(6) tr.-22(rel. to 100nd) (10)
S(pA)
157| Ethyl (E)-2-butenoate 623-70-1 |(3)n.q.
158| Ethyl (E,E)-2,4-hexadienoate 2396-84-1 | (3) n.q.
159 Ethyl 2-(methylthio)acetate o ethyl 2455-13-4 (1) n.g.;(2) n.q.;(3) n.q.;(4) 652,0(ng/kd} (5)
(methylthio)acetate 0,29 (ppm
160| Ethyl (2)-4-octenoate 34495-71-1 | (1) n.q.
(1) 13975977 (ared)(2) n.q.;(3) n.q.;(4) )
Cantaloupelike, floral
) 0.1 | 98.3(ua/kg); (5) 0,50 (ppm){6) 13-21(rel. to ; T N
161| Ethyl 2-methylbutanoate 7452-79-1 100ngY: (7) 0,2-3,1(%A rel3; (10) 8 4- frU|\t/)g|Lrjr§Igr;églr|]g?r$romc
159,8(pA}: (11) tr.-114{g/kg) ' - fruity
) (1) 1093323(ared) (2) n.q.;(5) 0,13 (ppm){(6) | Foral, fruity, sweet; Main
162 lEstg‘gl'Jtz r’;‘tithy'pmpa”"ate et | 97.62.1 |3-4(rel. to 100ng) (7)0,1-0,8(%A rely (10) | melon aroma; Fruity,
Y 13,6-21,5(pA); (11) 7,2(ug/kg) floral
163| Ethyl 3-(methylthio)propanoate 13327-56-5 g_l())g'?b;)(ﬁ]))”-q-?@) n.q.(4) 97.1(uglkdj (5) Clean, fresh, melon, greg
Ethyl 3-acetoxy-2-
164 methylbutanoate 139564-43-5 (4) 22,3(ng/kd)
165| Ethyl 3-acetoxyhexanoate 21188-61-4 | (1) n.q.
166| Ethyl 3-hydroxybutanoate 5405-41-4 | (4) 15,7(no/kd)
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167| Ethyl 3-hydroxyhexanoate 2305-25-1 | (3) n.q.
Ethyl 3-methylbutanoate o ethyl AA : -

168 isovalerate 108-64-5 |(3) n.g.;(11) 5,5(g/kg)

169| Ethyl 3-phenylpropionate 2021-28-5 | (5) 0,48 (ppm)
(1) n.g.;(3) n.q.;(5) n.d.; (6) 54-133(rel. to

170| Ethyl acetate 141-78-6 | 100ng); (7) 6,2-30,6(%A rel (10) 36,8- Pineapple, ethereal
169,5(pAf; (11) tr.-4(ug/kg)

171| Ethyl benzoate 93-89-0 | (1) n.g.;(3) n.qg.;(10) <0,3-4,4(pAY Floral, fruity
(1) 11220840(are&)(2) n.q.;(3) n.q.;(4)

A 206,5(ng/kd} (5) 0,44 (ppm){6) 14-55(rel. to Sweet, fruity, candy;

172| Ethyl butanoate 105-54-4 100ngy; (7) 0,4-8(%A rel.y; (10) 8,9- Fruity, sweet
159,6(pAY; (11)tr.-22,2(1g/kg)

173| Ethyl decanoate o ethyl caprate 110-38-3 | (1) n.g.;(10)0,9-8,2(pAY; (11) 2,8(ug/kg) Oily, fruity

174| Ethyl dodecanoate o ethyl laurate| 106-33-2 | (1) n.q.;(11) tr.(ug/kg)

175| Ethyl ether 60-29-7 | (8) 4,6(rel ared)

ang | (L) n.a.;(2) n.g.;(6) 2-10(rel. to 100nd) (10) o )
176| Ethyl heptanoate 106-30-9 <0,3(pAY" (11) tr.(ug/kg) Winelike, fruity
177 Ethyl_ hexadecanoate o ethyl 628-97-7 | (3)n.q.

palmitate
(1) 1209671 (ared) (2) n.q.;(3) n.q.;(4)

AR 3,7(ng/kay; (5) 0,05 (ppm){6) 10-45(rel. to .

178| Ethyl hexanoate 123-66-0 100ng}; (10) 297,4-2453,4(pA) (1) Fruity, apple
25,7(ug/kg)

179| Ethyl octanoate o ethyl caprylate | 106-32-1 | (1) n.q.;(10) 1,8-9,7(pAY; (11)tr.-4,9ug/kg) Fruity, floral
(1) n.q.;(2) n.q.;(4) 13,6(ug/kd); (5) n.d.;(6) 2-

180| Ethyl pentanoate o ethyl valerate 539-82-2 |9(rel. to :_LOOngﬂ (10) 3,3-32,4(pAY; (11) Fruity, apple
tr.(ug/kg)

181| Ethyl phenyl acetate 101-97-3 |(1)n.g.;(2) n.g.;(3) n.q.

272 | (D N.a:;(2)n.g.;(3) n.g.;(5) 0,45 (ppm){6) 8- ;
182| Ethyl propanoate 105-37-3 12(rel. to 100nd) (11) 2,3ig/kg) acid, butter (weak)
183| Ethylbenzene 100-41-4 | (8) 0,4(rel ared)
184| Ethylene 1,2-diacetate 111-55-7 |(9)tr?
185| Eugenol 97-53-0 | (3)n.q.;(4) 225,1(no/kd)
186| Furfural 98-01-1 |[(11)9,3(g/kg)
187| Geraniol 106-24-1 |(9) 0,2(%ared)

7.8 | (D) Nn0:(3)n.0:(10)3,1-12,5(pA); (11) 4,4-
188| Geranyl acetone 689-67-8 6,610/kg) Fresh, rosy
189| Guaiacol 90-05-1 |(9)tre Phenolic
190| Heliotropine o piperonal 120-57-0 |(3)n.g.
191| Heneicosane 629-94-7 |(9) 0,1(%ared)
192| Heptadecanal 629-90-3 | (1) n.g.
193| Heptadecane 629-78-7 | (1) n.q.

. Tentative not
194| Heptadienyl acetate complet (8) 7(rel. to 100nd)

1.7 | @) n.0.;(4) 4,4(uglkg); (8) 2,7(rel ared) (11)
195| Heptanal 111-71-7 4,914 4(g/kg)

AL (1) n.g.;(5) n.d.;(6) 36-64(rel. to 100ng) (10) Clean, fresh, flora;
196| Heptyl acetate 112-06-1 0,4-15.5(pA) Woody, oily
197| Hexadecanal 629-80-1 |(1)n.q.
198| Hexadecane 544-76-3 | (1) n.q.;(9) 0,3(%ared)
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199| Hexadecanoic acid o palmitic acid| 57-10-3 | (1) n.g.;(3) n.q.;(9) 0,3(%ared)

(1) 116181(ared) (2) n.g.;(3) n.q.;(4)
56,3(pna/kg); (5) 0,25 (ppm){6) 5-7(rel. to

200 Hexanal 66-25-1 | 100ngy; (7) 0,4-51,8(%A rel (8) 30(rel ared) Green
(9) 0,2(%ared) (11) 50,4ug/kg)
(1) 8136099(ared) (2) n.q.;(3) n.q.;(4)
0. 175,9(uao/kd} (5) 0,62 (ppm){6) 208- Higher concentration;
201 Hexyl acetate 142-92-7 | 1 465(rel. to 100nG) (7) 0,7-67,5(%A rely Apple, cherry
(10)5,9-252,6(pAY); (11) tr.(ug/kg)
202| Hexyl propanoate 2445-76-3 | (6) tr.-5(rel. to 100nd)
203| Isoamyl butanoate 106-27-4 | (1) n.g.;(11) tr.(ug/kg)
204| Isoamyl octanoate 2035-99-6 | (1) n.q.
205| Isoamyl propionate 105-68-0 |(5)n.d.
Isobutyl 2-methylbutanoate o 2- e B -
206 methylpropyl 2-methylbutanoate 2445-67-2 | (6) 4-23(rel. to 100nd) (11) tr.(ug/kg)
Isobutyl 2-methylpropanoate o oc. B ) :
207 isobutyl isobutyrate 97-85-8 | (6) 5-25(rel. to 100ngd) (10) 1,2-2,9(pA¥} Ethereal, fruity
Isobutyl hexanoate o isobutyl
208| caproate o 2-methylpropyl 105-79-3 | (6) 4(rel. to 100nd)
hexanoate
209| Isobutyl propanoate 540-42-1 | (1) n.q.;(5) n.d.;(6) 11-31(rel. to 100ng)
—
210{ Isoeugenol 97-54-1 | (4) 2,7(ng/kg) o
Isopropyl acetate o propan-2-yl . =
211 108-21-4 | (1) n.q.;(7) 0,1-1(%A rel.j )
acetate =
212| Isopropyl butanoate 638-11-9 | (1) n.q.;(6) 3-4(rel. to 100ngd) %
_ )
213| Linalool 78-40-6 | (11)tr.(ug/kg)
214| Methanethiol 74-93-1 | (7)0,1-5,2(%A rel3; (8) 10,6(rel ared)
215| Methoxyeugenol 93-15-2 | (4) 21,4(na/kd)
216 Methyl (methylthio)acetate o 16630-66-3 | (3) n.q.: (4) 25,8(ug/kgs; (5) 0,75 (ppm) Baked potato, pungent,

methyl 2-(methylthio)acetate rancid

(1) 2815737(ared) (2) n.q.;(3) n.q.;(5) 0,34 Artificial strawberry,
217| Methyl 2-methylbutanoate 868-57-5 | (ppm);(6) 63-214(rel. to 100n§)(7) 0,2- | fruity, sweet; High aromd
0,9(%A rel.¥; (10) 0,4(pA}; (11) tr.-4,2@g/kg) value; Fruity, sweet

Methyl 2-methylpropanoate o 547-63-7 (1) n.g.;(2) n.g.;(5) n.d.;(6) tr.-13(rel. to

218 methyl isobutyrate 100ng}y

Methyl 2-sulfanylacetate o methyl

219 mercaptoacetate

64807-90-5 | (7) 0,1-2,1(%A rel)

220 Methyl 3-(methylthio)propanoate | 13532-18-8|(1) n.q.;(2) n.q.;(3) n.q.

221| Methyl 3-phenylpropionate 103-25-3 |(5) 0,47 (ppm)

(1) n.g.;(3) n.qg.;(6) 8-61(rel. to 100ng) (7)

222| Methyl acetate 79-20-9 0,6-1,2(%A rely

(1) n.g.;(3) n.g.;(5) 0,50 (ppm){6) 4-50(rel. to
223| Methyl butanoate 623-42-7 |100ngy; (7) 0,3-1(%A rel.3; (10) 16,4- Fruity
17,2(pA)

Methyl diethyl carbamodithioic

224 acid

686-07-7 | (1) n.q.

Methyl dodecanoate o methyl

225
laurate

111-82-0 | (11)tr.(ug/kg)

97



Capitulo 1

226| Methyl heptanoate 106-73-0 | (1) n.g.;(2) n.g.;(6) 3-13(rel. to 100ng)

0. (1) n.g.;(2) n.g.;(3) n.q.;(6) 2-33(rel. to .

227| Methyl hexanoate 106-70-7 100ng)- (10)0.4-12,3(pA) Pineapple, ethereal
Methyl octanoate o methyl 11l )

228 caprylate 111-11-5 |[(6) 1-8(rel. to 100ngd)

Methyl pentanoate o methyl oA . }

229 valerate 624-24-8 | (1) n.q.;(6) tr.-6(rel. to 100nd)

154 | (@) n.g.;(5) n.d.;(6) 3-18(rel. to 100ng) (7)

230| Methyl propanoate 554-12-1 0,1-0,3(%A rely

231| Methylcyclopentane 96-37-7 | (8) 2,5(rel ared)

232| Nonadecane 629-92-5 |(1)n.q.

(1) 61102(ared) (2) n.qg.;(3) n.g.;(6) 5-133(rel.
1o |t0100ngy; (7)0,3-2,6(%A rels; (9) . !
233| Nonanal 124-19-6 3,9(%ared) (10)9,1-26,8(pAY); (11) 33,6- Cilantro leaf; Fatty, melo
107 ug/kg)
234| Nonanoic acid 112-05-0 |(9) 0,8(%ared)
235| Nonyl acetate 143-13-5 (1:2 n.q.;(6) 14-28(el. to 100n4) (10) 1.8- Fruity
(pAY

236| Octadecanal 638-66-4 | (1) n.q.

237| Octadecane 593-45-3 | (1) n.g.;(9) 0,5(%ared)

238| Octadecanoic acid o stearic acid 57-11-4 |(1)n.g.;(3)n.q.

3.0 | @) n.0:(2)n.0.i(4) 46,8(ug/kg), (8) 1.8(rel
239| Octanal 124-13-0 areal; (9) n.q.;(11) 5,4-19,8(g/kg) Fresh
A (2) n.q.;(5) 0,93 (ppm){6) 9-33(rel. to .

240| Octyl acetate 112-14-1 13000 gY: (10)4-11,1(pA} Fruity, floral

241| p-cymene 99-87-6 | (6) 1-4(rel. to 100ng)

242| Pentadecan-1-ol 629-76-5 |(9) 0,1(%ared)

243| Pentadecanal 2765-11-09 | (1) n.q.

244| Pentadecane 629-62-9 |(1)n.q.

245| Pentanal o valeraldehyde 110-62-3 | (1) n.g.;(7) 0,1-7(%A rel.y; (8) 2,6(rel ared)

246 Pentyl hexanoate o amyl caproate| 540-07-8 |(1)n.q.;(2)n.q.

247 Pent_yl propanoate o amyl 624-54-4 | (1)n.q.
propionate

. (1) n.q:;(2) n.q.;(3) n.q.;(4) 14,6(ng/kg); (5)

24g| Phenethyl acetate o 2-phenylethyll ;53 45 7 |6 55 (opm)y6) 2-72(rel. to 100ng) (10) 3,6-
acetate "

7.3(pA)

249 Phenyl ethyl alcohol o 2- 60-12-8 (1) n.g.;(2) n.9.;(3) n.q.;(4) 7,3(ng/kay; (5) Sweet, floral; High arom
phenylethanol 1,79 (ppm){9) n.q.;(11) 12(ug/kg) value
Phenyl propyl acetate o 3-phenyl 5 . .

250 propyl acetate 122-72-5 | (1) n.g.;(3) n.q.;(4) 123,9(ug/kdd

251 Phenyl propyl alcohol o 3-Phenyl- 122-97-4 (2) n.q.;(2) n.g.;(3) n.q.;(4) 216,5(nag/kd} (5)
1-propanol o Benzenepropanol 3,1 (ppm);(9) 0,1(%ared)

Phenylacetaldehyde o . . . : .

252| Benzeneacetaldehyde o 2- 122-78-1 él)zg,)qé‘rg%n'q"@) n.q.(7) 0,3-3(%A el (9) Sweet, floral
phenylacetaldehyde D

253| Pinocarvone 30460-92-5 | (9) 0,1(%ared)

254 p-menth-1-en-8-ol ou-terpineol 98-55-5 [ (3) n.q.;(4) 9,4(ng/kg)

255| p-methylanisole o 4-methylanisole] 104-93-8 |(1)n.q.

256| Propanal 123-38-6 | (1) n.g.;(3) n.g.;(11) tr.(ug/kg)

257| Propane-1,2-diol diacetate 623-84-7 |(3)n.g.
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258| Propyl 2-methylbutanoate 37064-20-3 | (1) n.qg.; (11) tr.(ug/kg)
RO (1) n.g.;(3) n.g.;(5) 0,08 (ppm){6) 9-27(rel. to
259( Propyl acetate 109-60-4 100ng}- (7) 0,5-3,2(0%A rel3
260| Propyl butanoate 105-66-8 | (1) n.g.;(3) n.g.;(5) n.d.;(6) 1-4(rel. to 100nd)
261| Propyl hexanoate 626-77-7 |(1)n.q.;(2) n.q.
262 Propyl pentanoate o propyl 141-06-0 | (3)n.q.
valerate
263| Propyl propanoate 106-36-5 | (1) n.g.;(5) n.d.;(6) 2-4(rel. to 100ng)

264| S-methyl 2-methylbutanethioate | 42075-45-6 | (6) 5-75(rel. to 100ng)

265| S-methyl 2-methylpropanethioate | 42075-42-3 | (6) 2-16(rel. to 100ng)

266| S-methyl 3-methylbutanethioate | 23747-45-7|(1) n.q.;(2) n.q.

267| S-methyl ethanethioate 1534-08-3 | (1) n.g.;(6) 1-9(rel. to 100nd)
268| Squalene 111-02-4 |(9) 0,1(%ared)
269| Tetradecane 629-59-4 (1) n.q.

270| Tetradecanoic acid o myristic acid| 544-63-8 |(3)n.q.

271| Tetrahydro-5-pentyl-2-furanol 78053-99-3 | (9) 1,4(%oared)

272| Thymol 89-83-8 | (11)tr.(ug/kg)

273| trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal 134454-31-2/ (9) n.q. Green, metallic

274| Undecanal 112-44-7 |(1)n.q.

275| Vanillin 121-33-5 |[(4) 2,1(ng/kg) -
276| Verbenone 80-57-9 | (3)n.q. 9
277| a-farnesene 502-61-4 | (1) n.g.;(10) <0,3(pA}f E
278| a-terpinyl acetate 80-26-2 | (3) n.qg.;(6) tr.-6(rel. to 100nd) \E
279| p-cyclocitral 5392-40-5 | (1) n.g.;(3) n.q.;(11) 11,1{g/kg) 6
280( p-ionone 14901-07-6 | (1) n.g.;(3) n.q.;(11) 5,5@g/kg)

281| p-pinene 127-91-3 | (3) n.g.;(11) tr.(ug/kg)

282|y -dodecalactone 2305-05-07 | (4) 11,3(ng/kd)

283| vy -hexalactone 695-06-7 |(4)41,3(ng/kd)

284| y-decalactone 706-14-9 |(3)n.q.;(4) 36,6(ng/kd)

285| y-nonalactone 104-61-0 |(3)n.g.

286| y-octalactone 104-50-7 |(3) n.q.;(4) 27,3(ng/kd)

287| y-terpinene 99-85-4 | (3)n.q.

288| é-decalactone 705-86-2 |(4) 3,7(ng/kg)

289| 8-nonalactone 3301-94-8 | (3) n.q.

290| 8-octalactone 698-76-0 | (4)1,7(ng/kg)

291| 8-undecalactone 710-04-3 | (3)n.g.

tr. = traces.

n.d. = not detected.

n.g. = not quantitate data was presented.

a= Chemical abstract service.

b= Recovery of each compound is based on MS tasgstin optimal maturity stage.
¢ = ng/kg equivalent of 2-octanol.

d = Concentration relative to 1,2dichlorobenzene (@@)pinjected onto GC column.
€= Average of relative area percentage on a ta&akp area basis.

f = Relative content expressed as percentage ofdbtamatographic area of the 28 volatile compoufdhe profile
reported.

9= Peak area % is determined from the mass speeteorotal ion chromatogram.

h = Reported in detector response units of picoanspg).

i = ug/kg in single volatile compounds and classes bétances
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BACKGROUND : The grafting of watermelonsCitrullus lanatug is a common

technique that increases yield under stressfulcamtlitions. The most common rootstocks
for watermelons ar€ucurbita hybrids. However, they often have a negative irhgac
fruit quality. Exploiting novelCitrullus germplasm such as citron meld@itfullus lanatus

var. citroideg is an alternative to avoid these quality problems

RESULTS: Citron melon has been validated as watermelonstock, comparing its
effects on watermelon quality to those @@icurbita hybrids. Larger fruits with thicker
rinds were observed in fruits from plants graftetbdooth citron an€ucurbitarootstocks.
The citron melon had no significant effect on flesigars or acid profiles compared to

non-grafted watermelons, except for an increagglunose and malic acid content, which

-,
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also occurred in th€ucurbitarootstocks. The aroma profile of fruits producedaitron

melon was similar to that of the non-grafted anfigmfted controls. The citron rootstock
did not display the increased levels of (Z)-6-nofienl (a compound associated with

pumpkin-like odors) found in fruits produced wiflucurbitahybrids.

CONCLUSION: The low impact of citron melon rootstock on frgitality, along with

the enhanced resistance against nematodes, makatriie a promising alternative to

Cucurbitarootstocks.

Keywords: Citrullus lanatus fruit quality; grafting; aroma profile.
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1. INTRODUCTION

Grafting in watermelonitrullus lanatus(Thunb.) Matsum. & Nakai) production is a
common technique that increases yield under stresghditions (Davis et al., 2008). It is
mainly used to contrdfusariumwilt, caused byFusariumoxysporumSchlechtend Fr. F.
sp. niveum (EF Sm.; WC Snyder and HN Hans), as well as ottenaging soilborne
diseases, lik&erticillium wilt (Verticillium dahliaeKleb.) (King et al., 2010). It is also an
important management strategy that permits a fastgponse to variable scenarios of
abiotic stress than conventional breeding. Thifinelogy was first used during the late
1920s in Japan and Korea, and was introduced tereliit European countries in the late
1980s and later to the USA (Kubota et al., 2008).

The most common commercial rootstocks for watermelare Cucurbita interspecific
hybrids €. moschataDuchesne xC. maximaDuchesne) and bottle gourd accessions
(Lagenariasiceraria Standl.). These rootstocks confer resistance tst mbthe soilborne
fungi affecting watermelon. However, they are spsbé to root-knot nematodes (RKNs,
Meloidogynespp.) (Ozarslandan et al., 2011). These pathogmnse extensive damage to
watermelon roots and increase the severitiFugariumwilt in watermelon fields. RKNs
used to be controlled in watermelon by fumigatiothwnethyl bromide. However, the
removal of methyl bromide from the market has reslin an increase of the impact of
RKNs on watermelon and other cucurbit crops, as alternative treatments are less
effective than this fumigant (Thies et al., 2010).

This situation has caused a spike in the searcteistance in other Cucurbitaceae genera
that could lead to the development of alternato@stocks suitable for managing RKNs in
watermelon crops. Some species belonging tcCineumisgenus C. metuliferusE. Mey.

ex Naud. andC. pustulatusNaudin ex Hook. f.) have been reported as beisgstant to
RKNs (Liu et al.,, 2015). These rootstocks can bedu®r watermelons, but are more
suitable as rootstocks for other crops belonginghts same genus, such as melon and
cucumber C. meloL. andC. sativusL.) (Sigiienza et al., 2005). Other, more promising
materials for grafting watermelons are those belango Citrullus lanatusvar. citroides
(LH Bailey) Mansf. ex Greb., also called citron ol Thecitroides group is a group of
ancient cultigens from southern Africa that today de found worldwide, and which is
often considered to be an ancestor of cultivatettmzelons (Paris, 2015). Citron melons

are cultivated around the world mainly for foddaddor the production of fruit preserves.
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Resistance to nematodes, expressed as less gtilmgthat displayed byucurbita
hybrids and bottle gourd rootstocks, has been te@an some citron melon accessions
(Thies et al., 2010), suggesting the usefulnesthisf group as rootstock for managing
RKNs in watermelon (Thies et al., 2015). Some tastsaccessions have already been
validated in specific conditions (Huitron et alQQZ),giving higher yields in comparison
with C. maximax C. moschatacommercial rootstocks. Whereas citron melons displ
lower levels of resistance teusariumthan hybrid squash and bottle gourd rootstocks,
watermelon plants grafted onto citron rootstockswekd enhanced tolerance Fasarium
wilt (Keinath & Hassell, 2014)Rotation of citron melon witlCucurbita and Lagenaria
rootstocks could be an effective practice in theloimed management of nematodes and
Fusarium(Huitrén et al., 2007; Thies et al., 2015).

Different studies have proven that rootstocks nmélyénce, positively or negatively, scion
fruit quality in many vegetables (Condurso et 2012; Petropoulos et al., 2012; Rouphael
et al.,, 2010).The most obvious reason for a negative impact iststock/scion
incompatibility. However, even in compatible comddions different effects are
commonly observed. These effects are dependerfiteorobtstock—scion interaction, which
can influence nutrient and water uptake, hormonath®&gis, photosynthesis and other
metabolic processes (Aloni et al., 2010). It hasengly been described that rootstocks
induce a differential gene expression in the sagoggesting that this mechanism may play
an important role in mediating the physiologicabgesses of grafted plants (Liu et al.,
2016).
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Changes in fruit quality as a consequence of gigftan affect the external appearance

and/or flesh characteristics, including the chemicamposition and organoleptic

properties of the fruit. The most common effects e external appearance of
watermelons grafted ontoucurbitahybrids orL. sicerariarootstocks are increase in fruit
weight, rind thickening and increased flesh firmmgslexopoulos et al., 2007; Davis et al.,
2008; Soteriou & Kyriacou, 2015; Yamasaki et aB94). Other clearly negative effects
have been reported, such as more fibrous fleshdMatsu, 1981), poor color and taste,
increased number of yellowish bands and the occoeredf hollow heart (Lee & Oda,
2003). Changes in mineral composition, sugars, ascorbid, agtrulline or lycopene
content also occur (Alexopoulos et al., 2007; Caatal., 2013; Davis & Perkins-Veazie,
2005; Yamasaki et al., 1994). The impact of graftom fruit aroma has been studied to a
lesser degree, although recent reports show aeaserin the concentrations of certain
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aldehyde volatile compounds in watermelon fruitarfrplants grafted onto interspecific
Cucurbita hybrids and Lagenaria rootstocks (Petropoulosl.et2814). Most of these
reported effects depend on the scion—rootstock amatibn. It is therefore imperative that
we evaluate the impact of new putative rootstocks@mon fruit quality.

The aim of this study was to validate the use sé¢lacted citron melon accession collected
in Spain as rootstock for watermelon. This access$iad been reported previously as
highly resistant to nematodes (Gisbert et al., 20The effect of this citron melon
accession on fruit quality was studied and comparith non-grafted plants, self-grafted
plants and plants grafted onto tWwicurbita hybrid rootstocks. The effect of grafting on
both external and internal quality, including aadled analysis of sugars, organic acids and

volatile profiles was assessed.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Plant material

The Spanish accessi@itrullus lanatusvar. citroidesBGV0005167 held at the COMAV’s
Genebank was assayed as a new potential rootsbockatermelon. This accession was
collected in Ademuz (Valencia, eastern Spain). #iswested against nematodes under
natural conditions, and responded as highly retdistath a significantly lower number of

eggs and nematodes on roots compared to the wabderswons (Gisbert et al., 2017).

Its behavior as watermelon rootstock (coded as \@&3) compared with tw@. maximax

C. moschatehybrids (a new experimental F1 hybrid, coded GMMid the commercial
F1 Cobalt from Rijk Zwaan, coded GMM2). The expeagirtal hybrid was obtained by
crossing theC. maximaaccession VAV 1860 (Large Warted Hubbard from Aalit) x C.
moschata PI 550689 (Canada Crookneck squash from the USHjis parental
combination was selected because of the high cobilggitof the cross as well as the early
flowering of the resulting hybrid. Non-grafted wateelons, coded NG, and self-grafted
watermelons, coded SG, were included as contrdie. Watermelon F1 Oneida (Rijk-

Zwaan) was used as scion in all treatments.
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2.2. Field assay

The approach grafting method was used to graftladtp of the watermelon F1 Oneida
onto each of the four rootstocks (citron melon,experimental hybrid, F1 Cobalt and F1
Oneida). Once the grafting was consolidated (&@days), the plants were transplanted
to an experimental field (a field belonging to thempany Rijk Zwaan, located in
Picassent, Valencia, eastern Spain), along withd¥grafted plants of F1 Oneida, used as

non-grafted control.

The experiment was carried out in a randomized deimpblock design with four

replications of each rootstock—scion combinatiod @ach control (each replication having
six plants). Between-row and within-row spacing @2r0 m and 1 m, respectively. Plants
were furrow irrigated and fertilized according targdard cultural practices. The six plants
of each replication were used for fruit samplingvehty-four fruits were harvested per
combination (six per replication) and were morplatally characterized. Sixteen fruits
per combination (four from each replication) wedsliionally sampled for sugars, acids
and aroma analysis. The harvesting of fruits watopaed in 2 days and all fruits were
characterized over a 5-day period. Fruits were dsied at visual maturity based on

external indicators, such as senescent tendrisyngk spot color and external fruit color.

2.3. Fruit characterization
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Each fruit (24 per treatment) was characterizedterfollowing traits: weight (g), length
and width (cm), fruit shape (length/width ratiojnd and flesh thickness (mm and cm),
rind and flesh firmness (kg ¢A) (measured with a digital penetrometer (8 mm); FHT
803, Melrose, MA, USA), total soluble solids (quardifi using a digital refractometer,
Atagd®, Tokyo, Japan), pH (measured with pH indicatorgoggH 1-14 Merck, Darmstadt,
Germany) and flesh color (measured with a coloemetinolta CR-400, Ramsey, NJ,

USA using the color parameters Hunter L, a and b).

A 5 cm cross-section was obtained from the equat@iane of each of four fruits per
replication (16 fruits per treatment). Pericarp ampproximately 2 mm of flesh and seeds
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were discarded. The remaining flesh was homogen{(g&IUPS KB720, Groupe Seb

Iberica, Barcelona, Spain) and kept frozen at €8Q1stil metabolite analysis

2.4. Reagents for metabolite analysis

Organic acid standards were prepared from theiusogalts or free acids. The chemicals
used were of analytical grade and were purchasad fBigma (St Louis, MO, USA).
Glucose, fructose, sucrose and 2,6-pyridine dicgiiim acid (PDC), hexadimethrine
bromide (HDM) and sodium dodecyl sulfate (SDS) wsupplied by Sigma. All other
chemicals were of analytical grade and were usedasved. Individual stock solutions of
the analytes (1000g mL™) were prepared and stored at 4 °C until use. Wigrkolutions

were prepared daily by diluting the stock solutianth deionized water.

Reference standards of volatile compounds wereligappy Supelco (Sigma-Aldrich and
Fluka, Barcelona, Spain) as pure compounds (90999urity). Individual standard stock
solutions (500 mg 1) were prepared in acetone. Then, several mixatlatd solutions
were obtained by tenfold volume dilution in aceto@alibration solutions were prepared
from working solutions by consecutive volume diduts with n-hexane to different final
concentrations, according to the detector resptmrssach compound (final concentrations
ranging from 10 to 5000 ng mt). All standard solutions were stored at —18 °Gealed
glass vials (without leaving any headspace) to chvanalyte losses and to ensure
reproducibility. Gas chromatography-grade solvemisre obtained from Scharlab
(Barcelona, Spain). SupelcleanTM ENVI-CarbTM 1203-4flesh, 500 mg SPE tubes, 6
mL (Supelco) were used as traps.

2.5. Analysis of sugars and acids

Fruit samples stored at —80 °C were thawed in i@geghtor in complete darkness. They
were then centrifuged at 510 x g for 5 min. The axpphase was diluted (1:20) with
deionized water. The solution was filtered usingtctige tube filters with 0.22um
membranes (Costar® Spin-X®, Corning, Amsterdam)wweack subsequently analyzed.
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The sugars sucrose, fructose and glucose, as svellalic, citric and glutamic acids, were
quantified by capillary electrophoresis followindnet method described previously
(Baldwin et al., 1998; Cebolla-Cornejo et al., 2DdB an Agilent 7100 system (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) using fusedssilicapillaries (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) with 50m internal diameter, 363um external
diameter, 67 cm total length and 60 cm effectivegte. Capillaries were previously
conditioned with the following flushes at 95000 &l 50 °C: NaOH 1 molt (5 min),
NaOH 1 mol [c* (5 min), and deionized water (Elix 3, MilliporeillBrica, MA, USA) (10
min). At the beginning of each working session, ¢hpillary was flushed at 20 °C with the
running background electrolyte (BGE) for 30 min. B@onsisted of 20 mmol L 2,6-
piridin dicarboxylic acid at pH 12.1 and 0.1% wi/exadimethrine bromide. Between runs,
the capillary was flushed with 58 mmol L-1 SDS (Zjnand running BGE (5 min).
Samples were injected hydrodynamically at 3400dPd.0® s. Separations were performed
at —25 kV and 20 °C. Indirect detection was don2la nm. Results are expressed in
milligrams per kilogram fresh weight (FW). Sucrosquivalents were calculated by
multiplying sucrose, glucose and fructose contgntlp0.74 and 1.73, respectively, and
then adding them up (Petropoulos et al., 2014).

2.6. Analysis of volatiles
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Volatiles were extracted and analyzed following thethodology described previously

(Fredes et al., 2016). The extraction was performeddynamic headspace system (DHS)

using a homemade purge and trap device (Beltraih,e2006) with commercial (500 mg)
SPE cartridges as a trap. Before analysis, thedaapidges were conditioned with 5 mL
diethyl ether (EO) and then with 5 mL n-hexane, and were finallgwam dried for 10
min. A sample amount of 30 g homogenized fruit wasghed in a 150 mL flask closed
with a glass cap with two connection tubes; thetiflbe was connected to a dry nitrogen
gas (M) source and the outlet tube to the trap. Extractvas performed for 49 min with a
nitrogen flow rate of 1.6 L mil. Samples were stirred at 7 x g using a magnetidat
and heated to 40 °C.

After extraction, each cartridge was eluted witimb diethyl ether—hexane (1:1), followed
by 5 mL diethyl ether directly into a graduatedsgldube. The extract was evaporated
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under a gentle nitrogen stream at a controlled ézaipre of 35 °C to a final volume of 0.5
mL. The final extract was divided into two aliquartsvials with 200 uL inserts, sealed and
stored in a freezer at —20 °C until analysis by gaomatography—mass spectrometry
(GC-MS; ion trap).

A Varian CP-3800 gas chromatograph coupled to andeigctor (Saturn 4000, Varian)
was used for analysis of the volatiles includedamle 1. A 30 m x 0.25 mm Supelcowax
10 (0.25um film thickness) capillary column was used for feparation, using helium at a
constant flow of 1 mL mift as carrier gas. The temperature program was: 40r°&min;
increased to 160 °C at 4 °C minand finally increased to 250 °C at 30 °C timwith a
final isothermal stage of 1 min (total chromatodpiapanalysis time 39 min). Injection of 1
puL sample in splittess mode (injection port tempae 220 °C) was performed using a
Varian 8400 autosampler equipped with a 10 pL gg@irMS (ion trap) determinations
were performed in full-scan mode (m/z scan range280 Da) using electron impact
ionization (70 eV) in positive mode and externatization configuration. The GC-MS
interface, ion trap and manifold temperatures veeteat 275, 190 and 60 °C, respectively.
The retention index for all studied compounds walsudated using a standard containing
n-alkanes (C7—C30) on a Supelcowax 10 capillaryroal and following the formula given
by Kovats (1958).

Quantitation was carried out by means of extertaidard calibration curves obtained by
using peak areas from the corresponding extracrdchromatograms for the selected
guantitation ion (Q) for each compound (Table 1pm@ounds with concentrations
exceeding the linearity range were quantified blptoig extracts with n-hexane until

reaching the proper concentration.
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Table 1.Volatiles analyzed in the watermelon samples.

# Compound name CAS’no. MW (mRi;)b (Supelc:\;\lax 10" Quan lon (m/z)° ran;:F:;I::L'l)” r

1 Methyl butyrate 623-42-7 102 4,04 900 43 454 - 2268 0,988

2 Methyl-2-methylbutyrate 868-57-5 116 4,55 921 88 23-2270 1,000

3 2-methyl propyl acetate 110-19-0 116 4,67 926 43 111 -2765 1,000

4 Ethyl butyrate 105-54-4 116 5,34 947 71 265 -2648 0,997

5  Ethyl-2-methyl butyrate 7452-79-1 130 5,80 963 57 44 -2173 0,995

6 Butyl acetate 123-86-4 116 6,51 985 43 105 - 2616 0,999

7 Hexanal 66-25-1 100 7,20 993 56 743 -7425 0,995

8  Propyl butyrate 105-66-8 130 8,24 1034 43 55-2745 1,000

9  Ethyl pentanoate 539-82-2 130 8,70 1047 88 25-2508 0,999

10 Butylisobutyrate 97-87-0 144 9,13 1059 89 22 - 2155 0,999

11 Isobutyl butyrate 539-90-2 144 9,58 1071 71 30-2950 1,000

12  Ethyl-(E)-2-butanoate 623-70-1 114 9,69 1074 69 26 -2596 0,999

13  Amyl acetate 123-86-4 116 10,11 1086 43 116 - 2900 1,000

14 Heptanal 111-71-7 114 10,49 1096 70 55-2720 1,000

15 Methyl hexanoate 106-70-7 130 10,58 1099 74 26-2643 1,000

16 Eucalyptol 470-82-6 154 10,99 1111 93 21-2083 1,000

17 Butyl butyrate 109-21-7 144 11,74 1131 71 60 - 2965 0,988

18 Ethyl hexanoate 123-66-0 144 12,32 1147 88 87-2183 1,000

19 1-pentanol 71-41-0 88 12,91 1162 55 128 - 3195 1,000

20 Isoamyl butyrate 106-27-4 158 13,46 1178 70 26 - 2640 1,000

21 Hexyl acetate 142-92-7 144 13,73 1188 43 30-3038 1,000

22  Octanal 124-13-0 128 14,27 1200 69 50-2479 0,998

23 (2)-3-hexen-1-ol, acetate 3681-71-8 142 15,30 1231 67 27 - 2660 1,000

24 (E)-2-heptenal 18829-55-5 112 15,48 1235 83 85-2118 1,000

25 Ethyl heptanoate 106-30-9 158 15,88 1247 88 30- 2980 1,000

26 6-methyl-5-Hepten-2-one 110-93-0 126 15,99 1251 109 21-4260 0,999

27 1-hexanol 111-27-3 102 16,54 1267 56 205-4100 1,000

28 Heptyl acetate 112-06-1 158 17,27 1288 43 30-2975 1,000

29 (2)-3-hexen-1-ol 928-96-1 100 17,57 1297 67 51-5050 0,992

30 Nonanal 124-19-6 142 17,90 1307 57 108 — 5420 0,999

31 (E)-2-octenal 2548-87-0 126 19,05 1343 55 33-833 0,999

32 (Z)-6-nonenal 2277-19-2 140 19,75 1366 81 61-12260 0,988

33  Octyl acetate 112-14-1 172 20,60 1391 43 58 -2913 1,000

34 (E,E)-2,4-heptadienal 881395 110 21,17 1408 81 22 -2203 1,000

35 Decanal 112-31-2 156 21,31 1413 67 25-2469 0,999

36 (E,E)-2,4-hexadienoic acid, ethyl ester 2396-84-1 140 21,58 1423 67 24 -2370 0,999

37 Benzaldehyde 100-52-7 106 21,97 1436 105 26-2613 1,000

38 (E)-2-nonenal 18829-56-6 140 22,43 1450 81 49 -9780 0,982

39 Linalool 78-40-6 154 22,89 1465 93 23-2345 0,998

40 1-octanol 111-87-5 130 23,14 1474 55 41 -2063 0,999

41  Ethyl-3-(methylthio)propanoate 13327-56-5 148 23,37 1483 74 32-3185 1,000

42  (E,Z)-2,6-nonadienal 557-48-2 138 23,95 1501 70 95 - 9460 0,996 N
43  B-ciclocytral 5392-40-5 152 24,82 1533 110 24 - 2358 0,996 O
44  Phenylacetaldehyde 122-78-1 120 25,59 1559 91 23-2260 0,941 |
45 1-nonanol 143-08-8 144 26,15 1585 55 41- 4140 0,999 >}
46 2-hydroxybenzaldehyde 90-02-8 122 26,66 1594 122 29 - 2915 0,997 J:
47  (Z)-3-nonen-1-ol 10340-23-5 142 26,80 1600 67 24 -4750 1,000 (a B
48  (E,E)-2,4-nonadienal 5910-87-2 138 27,32 1618 81 22 - 2155 0,997 <
49  (Z)-6-nonen-1-ol 35854-86-5 142 27,75 1634 67 37 -7455 0,999 O
50 Benzyl acetate 140-11-4 150 28,04 1646 108 13-1250 1,000

51 1-decanol 112-30-1 158 29,01 1680 55 83-2075 0,996

52 (E,Z)-2,6-nonadien-1-ol 28069-72-9 140 29,15 1685 67 22-2183 0,999

53 (E,E)-2,4-decadienal 25152-84-5 152 30,30 1727 81 22-2180 0,996

54  Phenethyl acetate 103-45-7 164 30,38 1734 104 25-2452 1,000

55 Geranylacetone 689-67-8 194 31,44 1773 43 44 - 4345 0,997

56 Guaiacol 90-05-1 124 31,59 1779 109 26 -2638 1,000

57 Benzyl Alcohol 100-51-6 108 31,99 1795 79 13 -2500 0,999

58 2-phenylethanol 60-12-8 122 32,85 1830 91 13-1250 0,999

59 B-ionone 14901-07-6 192 33,49 1856 177 24 - 2363 0,999

60 Phenol 108-95-2 94 35,24 1937 94 54-2173 0,988

61 Eugenol 97-53-0 164 36,99 2098 164 27 - 2650 0,997

a CAS = Chemical Abstract Service

b Chromatographic parameters (retention time (R@nten index (RI) and quantitation ion (Quan loob}ained from
GC-MS chromatograms. P&T extraction using EnviCa0 Bg cartridges, 30 g of watermelon sample. Reteritidex
calculated with n-alkanes on Supelcowax 10 (bonmégethylene glycol) capillary column.

¢ Linearity range corresponding to the real cormegion of standards used for calibration.

115



Capitulo 2

2.7. Statistical analysis

Changes in fruit characteristics and sugar and @aent were evaluated using analysis of
variance (ANOVA) and least significant differendeSD) multiple range tests. Changes in
the volatile composition of different watermelomgéypes due to grafting were evaluated
jointly using multivariate analysis of variance (M®VA) and MANOVA biplot. In the
MANOVA biplot subspace, the similarity between girag treatments can be measured as
an inverse function of their distance on the grafime angle between variables can be
interpreted as an approximation of their corretatibhe inner product of a group marker
with a variable marker approximates the mean okthegroup on the jth variable allowing
for the characterization of the differences betwagnoups. Univariate Bonferroni
confidence circles are added to the group markessich a way that the projections of the
circles onto the direction representing a givenialde represent an approximate
confidence interval. The significance of the difiece between groups with regard to a
particular variable can be established by checkiegoverlap of their projections. The
procedure is conservative in the sense that ifveslap is found it can be concluded that
there is a significant difference, but if thereais overlap a significant difference may be
found along another direction in the multidimensibrspace. All MANOVA biplot
calculations and graphs were made with MultBiplotetlicensed software (Vicente-
Villardon, 2014)

3. RESULTS

3.1. Effect of grafting on fruit morphology and flesh properties

Comparison of fruits from non-grafted and self-tgdf watermelon plants indicates that
the grafting process itself does not alter frutesand shape or essential flesh properties
such as firmness, soluble solids content and pHI€T2). The only parameter affected by
self-grafting was flesh color, with fruits from dfed plants having values farandb color
parameters that were significantly lower than thaiseon-grafted plants, which means less

intensity of the red and yellow flesh color compuoise
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Unlike self-grafting, grafting onto non-watermeloootstocks altered fruit size (Table 2).
In fact, both types of rootstock — citron melon (G&d the two FXCucurbita hybrids
(GMM1 and GMM2) — increased fruit weight signifi¢gn(in comparison to both self-
grafted and to non-grafted watermelons). This imenet was 24% on average, and was
associated with the production of wider and lonfgeits, without significant fruit shape
alterations. In addition, both citron melon a@dcurbita rootstocks yielded fruits with
thicker rinds than SG and NG, which was also ac@mga by an increase in flesh
thickness (ranging from 16.9 to 17.2 cm in graffedsus16.0 cm in non-grafted plants).
These rootstocks resulted in fruits with firmersflethan those produced by self-grafted

plants.

Table 2.Characteristics of watermelon fruiSitrullus lanatusF1 Oneida) harvested from
non-grafted plants (NG), self-grafted plants (S@y glants grafted the experimental
Cucurbita (C. maximaXxX C. moschatphybrid F1 (GMML1), the commerciaucurbita
hybrid Cobalt (GMM2) and one new experimental citnmelon Citrullus lanatusvar.
citroideg (GC).

Nografted (NG) Serated (5) CuetrBL ) SUHEEL, Clion melr
Fruit weight (g) 3157.8a 3321.7a 3958.7b 4160.2b 3970.9b
Fruit length FL (cm) 20.5a 21.1a 21.2ab 22.5b 22.4b
Fruit width FW (cm) 17.6a 17.9a 18.8b 19.2b 18.8b N
Fruit shape (FL/FW) 1.16ab 1.17b 1.12a 1.17b 1.19b (@)
Rind thickness (mm) 7.8a 7.9a 9.8b 10.1b 9.3b fl)
Flesh thickness (cm) 16.0a 16.3ab 16.9bc 17.2c 17.0bc =
Rind firmness (kg cni?) 12.37a 12.89a 12.98a 12.65a 12.92a \E
Flesh firmness (kg cr?) 1.21ab 1.04a 1.38b 1.27b 1.38b <<
Total soluble solids (°Brix) 9.6ab 9.3a 9.6ab 10.1bc 10.2c S
pH 5.2ab 5.3b 5.1ab 5.2ab 5.1a
Hunter L 30.6¢ 29.1abc 28.1ab 27.8a 30.1bc
Hunter a 21.7b 19.6a 20.8ab 20.9ab 224b
Hunter b 10.5¢ 9.5ab 9.1a 9.5ab 10.1bc

Different letters in the same row indicate sigrifit differences(SD, P =0.05).

The citron melon was the only rootstock that sigaifitly increased the total soluble solids
content compared to SG and NG watermelons (10i %8rsus9.3 and 9.6 °Brix). Of all

the fruits harvested from grafted plants, fruitsnir GC plants had the most similar flesh
color to the non-grafted watermelons. In fact, kmlihe fruits from self-grafted plants and
from plants grafted onto th@ucurbitahybrids, this rootstock did not cause a reduction i

the values of the Hunter color parameters.
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3.2. Effect of grafting on flesh sugar and acid content

As occurred with fruit morphology and flesh propest we did not find significant
differences in acid content between fruits of noaftgd and self-grafted plants (Table 3).
However, some significant changes in these metaisolvere found in fruits from plants
grafted onto non-watermelon rootstocks. Both citnoelon and Cucurbita hybrids
significantly increased the malic acid content caned with non-grafted plants (Tal3g.
Citron melon did not alter the citric and glutaraimd content in comparison to fruits from
non-grafted and self-grafted plants, whereas friritgn plants grafted ont&ucurbita

hybrids had lower content of these acids than tlkbséron melon-grafted plants.

Fructose content was not affected by grafting (&) However, the citron rootstock was
the non-watermelon rootstock that produced fruitd vihe highest glucose amounts —
significantly higher than fruits from NG plants -hiwh is consistent with the high value of
total soluble solids content that was observed rimtd from GC plants. Sucrose
measurements were more variable. No significafémrtihces were observed between non-
grafted plants and those using either citron melothe commerciaCucurbitarootstock.
Only the experimentaCucurbita hybrid rootstock significantly reduced sucrose eont

Similar results were observed with sucrose equntale

Table 3.Sugars and acids concentrations of watermelomsf(@itrullus lanatuscv. F1
Oneida) harvested from non-grafted plants (NG)f-gelfted plants (SG) and plants
grafted onto the experiment@ucurbita(C. maximax C. moschatphybrid F1 (GMM1),
the commerciaCucurbitahybrid Cobalt (GMM2) and one new experimentalazsitmelon

(Citrullus lanatusvar. citroideg (GC).

Nomgrated (VG) - Selrated (SG) SHor oL sy Gonen i) oy
Malic acid (mg kg™) 163.0a 195.1ab 219.9b 220.1b 230.5b
Citric acid (mg kg™) 41.9bc 52.7bc 22.6a 37.1ab 53.3c
Glutamic acid (mg kg™?) 2.2abc 3.6bc 0.5a 0.9ab 4.1c
Fructose (mg kg*) 2411.6a 2696.6a 2305.6a 2558.0a 2814.8a
Glucose (mg kgY) 1630.9a 1919.9ab 1773.8ab 1894.6ab 2083.4b
Sucrose (mg kg) 1185.4b 1651.3c 688.3a 1118.1ab 1155.5b
Sucrose equivalents (mg k3) 6564.3ab 7737.2b 5989.7a 6945.4ab 7566.8b

Different letters in the same row indicate sigrfit differencesl(SD, P =0.05).
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3.3. Effect of grafting on flesh aroma profile

Of the 61 volatiles analyzed, 32 were found in d¢dfiable amounts (Table 4). The
following 29 compounds were analyzed, but theirspree was not detected in the
samples: Z)-3-hexen-1-ol acetate, ethyl hexanoate, 1-dec@ioiethyl propyl acetate, 2-

hydroxy-benzaldehyde, amyl acetate, benzyl acefa#yl acetate, butyl isobutyrate,
diethyl carbonate, ethyl heptanoate, ethyl pent@noathyl-E)-2-butanoate, ethyl-3-

(methylthio)propanoate, eucalyptol, eugenol, gudiateptyl acetate, hexyl acetate,
isoamyl butyrate, isobutyl butyrate, linalool, mgtbutyrate, methyl hexanoate, methyl-2-

methyl butyrate, phenol, butyl butyrate, phenylétgetate and propyl butyrate.

Table 4.Mean contents of the volatiles quantified in watelon fruits Citrullus lanatus
cv. F1 Oneida) harvested from non-grafted plan)(Nelf-grafted plants (SG) and plants
grafted onto the experiment@ucurbita (C. maximax C. moschatphybrid F1 (GMM1),
the commerciaCucurbitahybrid Cobalt (GMM2) and one new experimentalasitmelon

(Citrullus lanatusvar. citroideg (GC).

# Compound name Non-grafted (NG) Self-grafted (SG) g;;;::rri?r:fnfil (GMM1) ggg;{f’g;bz) E:(;t(r:c;n melon

1 (E)-2-Heptene 4.7 4.4 3.7 6.C 5.8

2 (E.Z)-2.€-Nonadiene 284.: 226. 382.¢ 243.% 367.2

3 (2)-3-hexer-1-ol 23.t 29.2 46.€ 32.¢ 22.¢ o
5 (Z)-6-Nonena 94.€ 89.1 160.1 97.C 173.2 e}
7 (E)-2-Nonena 501.¢ 413.¢ 347.( 504.2 559.1 1
8 (E)-2-Octena 7.2 5.6 3.t 6.1 6.4 )
9 (E.E-2.4-Decadiens 4.1 3.1 14 4.3 3.€ \I:
1C (E.E-2.4-Heptadiens 2E 2.2 3.2 3.7 3.€ o
11 (E.E-2.4-Nonadiene 2.€ 2.€ 1.2 3.C 2.8 <C
12 (E.Z)-2.€-Nonadier-1-ol 24.Z 16.2 37.C 14.¢ 18.¢ @)
123 (2)-3-Noner-1-ol 1251.¢ 1366.° 1096.. 1928.( 1122.°

14 (2)-6-Noner-1-ol 53.1 49.t 130.¢ 131.¢ 70.2

1€ 1-Hexano 60.C 76.1 74.% 88.7 48.¢

17 1-Nonano 170.% 175.2 212.( 2917 154.(

1€ 1-Octano 14.2 15.¢ 16.C 19.¢ 14.1

1¢ 1-Pentanc 25.C 24.1 27.¢ 31.€ 25.¢

22 2-phenylethanc 1.1 14 0.4 0.c 1.C

23 6-methy-5-Hepter-2-one 53.1 50.¢ 29.¢ 452 42.€

2E Benzaldehyd 34 3.8 1.C 2.1 2.7

2€ Benzyl Alcoho 16.€ 15.¢ 8.8 11.2 12.1

28 B-lonone 4.C 3.€ 1.8 2.8 2.8

2¢ B-cyclocitra 1.2 11 0.t 0.c 0.8

32 Decane 5.2 4t 4.1 4.3 4.3

34 Ethyl butanoat 50.2 42.% 36.1 54.2 34.2

38 Ethyl-2-methyl butyrat 7.1 7.€ 6.8 6.8 5.8

42 Geranylacetor 134.¢ 143.2 85.C 120.¢ 125.5

44 Heptane 34 3.2 2.€ 3.t 3.t

4€ Hexana 104.1 109.¢ 82.4 90.4 120.t

54 Nonana 207.¢ 268.( 194.1 189.¢ 284.(

5E Octans 7.2 9.1 6.2 6.2 9.2

5€ Octyl acetat 0.€ 0.t 0.2 0.8 0.2

58 Phenylacetaldehy: 0.7 0.€ 0.5 0.1 0.€

Values are expressed as njfgesh weight.
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Considering the complexity of the analysis, a MAN®Wiplot (Figure 1) was selected in
order to elucidate the precise differences in tlodilp of aroma volatiles. The individual
samples of each combination were highly clustenethé biplot and separated from those
of the other combinations. MANOVA confirmed the rgficance of the effect that the
rootstock had on the aroma volatile profile of watelon (Roy’s greatest root te§t,<
107%). The first axis explained 43% of the variance #me second 31%. The Bonferroni
circles whose projections on the vector of a certampound do not overlap represent
statistically significant differences. Few diffeces in the volatile profile were found
between the non-grafted and the self-grafted cttnohich was consistent with the

limited effect of self-grafting as described ear(ieigure 1).

Fruits from NG and SG plants stand out for themvated accumulation of several
compounds, including those deriving from the caroi¢ degradation pathway, such as
geranylacetone, 6-methyl-5-hepten-2-ong;ionone and fS-cyclocitral (Table 4).
Significant effects on flesh volatile profiles weobserved in fruits from plants grafted
onto theCucurbita hybrids (GMM1 and GMM2) and GC (Figure 1) compatedthe
controls. These grafting combinations showed drcteat do not overlap among
themselves nor with NG or SG, indicating differeartoma profiles depending on the
rootstock. The greatest differences to NG and S€ viaind in fruits from plants grafted
onto theCucurbitahybrids. In general, low accumulation of volatiengpounds, with high
amounts of Z)-6-nonenal, E-2)-2-6-nonadien-1-ol and E€2)-2-6-nonadienal, were
observed in fruits from GMM1-grafted plants (Figureand Table 4), whereas the GMM2
rootstock resulted in higher accumulation of sevataohols, including 1-nonanol, 1-
octanol, 1-hexanol andZ)-3-nonen-1-ol. BothCucurbita hybrids stood out for their
accumulation of £)-6-nonen-1-ol. In fact, the vector for this compdurepresented the
most important differences from the controls. Waielon fruits from GC plants showed a
more similar volatile profile to the SG and NG cwoid, with an intermediate position in
the MANOVA biplot between the controls and GMM1 dkie 1). The differences
between controls and the CG rootstock were relaigtie higher accumulation oZ)-6-
nonenal, E)-2-nonenal, Z)-6-nonen-1-ol, E-2)-2-6-nonadienal and=(E)-2-4-heptadienal,
as well as the lower accumulation of carotenoidveer volatiles in fruits from plants

grafted onto the citron melon rootstock (Figurendl dable 4).
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Figure 1. MANOVA biplot of fruit volatiles. Circles represerBonferroni confidence
intervals for the mean value of each material. lincases the scion corresponds to cv.
‘Oneida RZ'. NG: ‘Oneida RZ' non-grafted; SG: sglafted; GC: grafted on citron
melon; GMML1: grafted on experiment@ucurbitaF1 hybrid; GMM2: grafted on ‘Cobalt

RZ’ a commercialCucurbitaF1 hybrid.

4. DISCUSSION

Fruit quality is a complex trait that involves extal and internal parameters that are
determined to satisfy the consumers’ prefereneesadtermelon, the main quality-related
properties are fruit morphology and flesh texturelor, flavor and aroma. Since fruit

quality can be negatively modified by grafting (Rbael et al., 2010), it is important to

evaluate for these traits in each new rootstocknscombination, such as that of citron
melon—watermelon. The use of citron as rootstockeiry promising because of its high

level of resistance to nematodes (Huitron et 8072 Thies et al., 2015).

In this paper, we have shown that citron melonsea range of effects in watermelon
fruits that are also observed in plants graftea @ucurbitahybrids, but have less impact

than these commonly used rootstocks on certaintyialits.
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The common effects of citron an@ucurbita rootstocks are mainly related to the
production of bigger watermelon fruits. Better gelassociated with both larger fruits as
well as the increase of fruit number per plant haften been reported for watermelons
grafted onto Cucurbita hybrids, in both Fusariuminfested and non-infested soils
(Petropoulos et al., 2014). Only a few reports hsiwslied these effects in watermelon
plants grafted onto citron rootstocks, and havecatdd an increase in yield in citron
melon-grafted watermelons cultivated in soils itddswith nematodes, but they do not

clearly report an increase in fruit size (Huitrdrak, 2007; Thies et al., 2015).

In agreement with what is commonly found in watdonegrafting reports (Colla et al.,
2006; Rouphael et al., 2010; Soteriou & Kyriacodl12), the changes that we observed in
fruit size did not cause important fruit shape raliens, although they were associated
with the thickening of the watermelon rind (Alexapos et al.,, 2007; Soteriou &
Kyriacou, 2015). In our assay, the nearly 2 mmease in rind thickness was associated
with a higher flesh content (about 1 cm wider flesthich minimized the negative impact

of this alteration.

Another change often reported as a consequenceatiing watermelons onto different
common Cucurbita interspecific hybrids is the increase in flesh fiess (Davis et al.,
2008; Yamasaki et al., 1994). This is an importaait as it is related to fruit quality and
might also influence postharvest behavior. Flesimriess is an indicator of ripeness in
watermelon. In the current study, all experimeptats were harvested in 2 days, when the
fruits of all combinations showed external indiegatof maturity(Vinson et al., 2010). The
fact that we did not find significant differences fruit firmness between either the
Cucurbitaor the citron-grafted watermelons and the fruitnfrnon-grafted plants may
suggest that we harvested fruits at a similar ntgtstate, which is essential in order to
assess and compare the quality of fruits from tfierdnt treatments.

The development of flesh color might also be asdediwith the ripening stage. Variable
effects of rootstocks on watermelon flesh colorehdeen reported (Davis & Perkins-
Veazie, 2005; Gama et al.,, 2013; Soteriou et #1142 Our results showed a certain
reduction in the redness and yellowness of flesbrcavhich affected both the self-grafted
and theCucurbitagrafted plants, whereas the citron melon rootsaesulted in a more

similar color profile to that of the non-graftedntl.

Citron melons seem to affect fruit acidity and stmess less negatively th&ucurbita
hybrids. The balance between flesh sweetness aditlyaepresents a central parameter in
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determining fruit flavor. Even though all non-wateion rootstocks increased malic acid
concentrations, the citric and glutamic acid contdrthe fruits harvested in citron melon-
grafted plants were similar to those of the fruitem non-grafted plants, whereas
Cucurbitahybrids reduced the content of the two acids. Tlaeeelimited studies on the
modification of watermelons’ acidic profile as ansequence of grafting, and most
indicate higher titratable acidity in fruits fromadted plants (Gama et al., 2013; Soteriou et
al., 2014).

Regarding the effect on sugar content, our resuksin agreement with those found by
Colla et al. and Soteriou et al. who found sim#agar compositions in fruits from grafted
and non-grafted plants. The relative sweetnessuatdse is greater than that of sucrose
(Baldwin et al., 1998), which makes the fact thafiijng had no effect on fructose content
guite favorable, as there were higher concentratadriructose than glucose and sucrose in
all combinations. However, we found a non-desirafect of grafting, as it reduced the
sucrose content. This effect was variable in@ueurbita hybrids, as it only affected the
fruits collected from plants with the experimentucurbita rootstock, whereas the
commercial Cobalt did not decrease sucrose leweipared to non-grafted plants. Despite
this sucrose reduction, none of th€aecurbitarootstocks differed from non-grafted plants
in sucrose equivalents. Sucrose equivalents areuletééd in order to correct the
concentration of each sugar with its sweeteninggvowhis variable has been found, in
other crops (Baldwin et al., 1998), to be more @ated with sweetness perception than
sugar concentration. Therefore, and as was prdyiostated for other watermelon—

Cucurbita hybrid combinations, it remains unclear whethetumions in specific sugars
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will really be perceived by consumers if no diffeces are detected in sucrose equivalents

(Kyriacou et al., 2016). Previous studies also shwawiable results, reporting both
reductions and no effects in sugar content as @&etence of grafting i€ucurbita

hybrids and Lagenaria rootstocks, depending oretiveronment, ploidy level of the scion
and stage of fruit development at harvesting (Afexdos et al., 2007; Davis et al., 2008;
Rouphael et al., 2010). Our study shows that thigsfiharvested from plants grafted onto
citron melon rootstocks retain the highest levdlalbsugars, in addition to the highest

level of sucrose equivalents, similar to those tbumthe non-grafted plants.

Even though grafting in watermelon has been pragdtisince 1920, there is almost no
information available on the effect of rootstocktbe aroma profile. Recently, Petropoulos
et al. reported the effect of grafting onto TZ 148 moschatax C. maximahybrid) and
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Dias F1 (Lagenaria hybrid) on the aroma profiletwd varieties of watermelon used as
scion (Obla F1: seeded watermelon; and Vanessariseeded mini watermelon). The use
of the Cucurbitarootstock increased the levels of the seven Vetathey quantified in the
seeded watermelon, including (Z)-6-nonenal, nona(talz)-2,6-nonadienal, (Z,2)-3,6-

nonadien-1-ol and (E)-2-nonenal.

In our work, a much higher number of volatiles wgteantified, including four of those
studied by Petropoulos et al. ((Z2)-6-nonenal, (Eekenal, nonanal, (E,Z)-2,6-
nonadienal). Two of these compounds ((Z2)-6-nonandl(E,Z)-2,6-nonadienal) have been
found to be among the most abundant volatiles eulsss watermelons, and have been
associated with melon-like and cucumber-like argmaspectively (Beaulieu & Lea,
2006). The higher values of these compounds foanttuits from plants grafted onto
Cucurbita hybrids were interpreted by Petropoulos et alaasegative effect of these
rootstocks on the volatile profile of watermelons.

Our results also clearly suggest that the rootsimsdd has an important effect on the
volatile profile of the watermelons produced. Wsgoalound increased amounts of the two
compounds that confer melon- and cucumber-like asom the experiment&ucurbita

hybrid, but not in the commercial rootstock, whithd similar values to that of self- and

non-grafted plants.

The volatile profiles of fruits harvested from pisrgrafted ontaCucurbita hybrids most
notably show the highest levels of (Z)-6-nonen-11tlis compound confers pumpkin-like
odors (Leffingwell & Associates, 2016), which ista@ental to fruit quality. In fact, in
sliced watermelon, the concentration of (Z)-6-noefieml increases, and it has been
suggested that it may be partially related to tnapkin-like off-odors and squash-like off-
flavors often attributed to overripe whole wateramelSaftner et al., 2007). This effect
could be a consequence of a higher accumulatigdghesie compounds, which are specific
to theCucurbitarootstocks, or possibly to a faster ripening pssde these grafted plants.
Considering that these fruits showed similar valoleseveral ripening-related parameters
(including rind and flesh firmness, pH and suganteat) to the control fruits, the first
explanation may be the most probable. Also, as Kingl. suggested, the ‘squash’ flavor
may arise when the fruits are harvested too saainnbour case the occurrence of external

signals of fruit ripening and pH and sugar valuesdt support this explanation.

Fruits harvested from plants grafted onto citronlame also have high amounts of the
volatile compounds associated with melon- and cumarrlike aromas ((Z2)-6-nonenal and
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(E,2)-2,6-nonadienal). However, they have much loaraounts of the squash-like aroma-

associated compound (Z)-6-nonen-1-ol than fruasnf€ucurbitahybrids.

One of the main differential characteristics of #remas of non-grafted and self-grafted
watermelons is that they have high levels of gdeagtone, 6-methy-5-hepten-2-one and
B-cyclocitral in comparison with the other rootsteckhese compounds originate from the
degradation of carotenoids in tomato and waterm@Brassi et al., 2013; E Lewinsohn et
al., 2005). Specifically, 6-methy-5-heten-2-one gedanylacetone seemingly derive from
lycopene and other noncyclic tetraterpenoids, wdsefeionone andB-cyclocitral derive

from g-carotene (E. Lewinsohn et al., 2005).

This result correlated with the observed differenirefruit color, as the presence of these
volatiles has been related to total carotenoidlgoopene content in watermelon (Sharma
et al., 2008). In fact, the experimen@ilcurbitahybrid with the strongest impact on flesh
yellowness (in b parameter) had lower levels ofs¢éhearotenoid-derived volatiles.

However, this does not explain the differences olegk in flesh redness (a parameter)
between fruits from non-grafted and self-graftednpd. Fruits from GC plants have only
slightly lower amounts of these compounds than grafted and self-grafted watermelons,
and are similar to those of the plants grafted dmtocommerciaCucurbitahybrid.

Overall, grafting watermelon cultivars onto resisteootstocks is a highly recommendable
practice as it enhances the field performance efthions, but the negative impact on fruit
guality can prevent the use of some rootstock—sctombinations. Our results confirm the
occurrence of various effects on fruit quality,luding a relevant impact on aroma profile,
which is dependent on the rootstocks, thereby ooirig the existence of variation within
the Cucurbita hybrids and the differential effect of citron me$o The use of the citron
melon rootstock from the san@trullus genus produces a more similar volatile profile to
that of non-grafted plants. To our knowledge, pagper is the first to describe the effect of
citron melon rootstock on watermelon quality prajesr such as acid, sugar and aroma
profiles. The similar volatile profile produced asmpared to the controls seems to

indicate that citron melon would be a good altaueetio the classi€ucurbitahybrids.
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5. CONCLUSIONS

The use of citron melon rootstock may represeningeresting alternative to the classic
Curcurbita hybrids. The use of this rootstock coregao non-grafted watermelon has a
limited effect on the sugar and acid profiles oftevenelons or may even improve them
slightly. On the other hand, the aroma volatilefigpwhen using citron melon rootstock,
IS more similar to the non-grafted control than tenmonly usedCucurbita hybrids.
Additionally, the use ofCucurbita hybrids increases (Z)-6-nonen-1-ol, which may be
detrimental to watermelon flavor, an effect noteted in citron melon. The variability
detected in the aroma profiles of differ€hicurbitahybrids also suggests that the effect of

rootstock on the aroma profile should be consideredotstock breeding programs.
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1. RESUMEN

La importancia que tienen los volatiles no s6ldeeconformacion del aroma sino también
en la percepcidon de azucares pone de manifiestedesidad de incorporar el fenotipado
del perfil volatil en programas de mejora en san8@ ha estudiado la capacidad de un
olfatbmetro para evaluar estos perfiles de voitiéglicandolo a la evaluacion de lineas de
mejora de portainjertos de sandia. A partir de remultados de respuesta maxima y
pendiente de respuesta se han desarrollado mapsisniditud. Se ha comprobado que
determinadas combinaciones portainjeto-cultivardpaegenerar una gran variabilidad en
el perfil. Los resultados obtenidos se han commaradn mapas de similitud de
cuantificaciones obtenidas mediante GC-MS. El éifatro fue capaz de identificar no
s6lo qué lineas sino incluso qué muestras presehtaerfil mas parecido al de la sandia
sin injertar. Ademas, se han desarrollado modedos-suantitativos que permiten obtener
predicciones bastante aproximadas de los contemdosompuestos clave como (Z)-6-
nonen-1-ol que pueden ser negativos en la peraem®b sabor de sandia. El reducido
coste y tiempo de andlisis del olfatobmetro eled¢t@ry su similitud con la informacién
proporcionada por técnicas mas complejas como laMSCpermitira incorporar el
fenotipado masivo del perfil volatil en programasrdejora, algo impensable con técnicas

de cuantificacion directa.

Palabras claveCitrullus lanatus perfiles de volatiles, calidad organoléptica, asmple

similitud
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2. INTRODUCCION

La calidad interna de los frutos de sandia es&raéada principalmente por su contenido
en azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa) (Ydtial.e 2010; Yoo et al.,, 2012),

considerandose también muy importantes los vodatie que pueden intervenir en la
modulacién de la percepcién de dulzor, al igual goarre en otros frutos como por

ejemplo el tomate (Tieman et al., 2017).

En sandia se han descrito alrededor de 80 compuestétiles siendo los principales
componentes de esta fraccion aldehidos y alcolmmascadenas de nueve atomos de
carbono y sus ésteres derivados, encontrdndoseétamittos compuestos como cetonas,
lactonas y furanos (Beaulieu & Lea, 2006; Pinolet2903; Yajima et al., 1985). En esta
especie, dado el alto contenido de pigmentos cavimtes de la carne del fruto, los
compuestos volatiles que se originan por degradad& estos pigmentos tienen gran
importancia en la definicion del aroma caractergstie sandias, de modo similar a como

ocurre en tomate (Lewinsohn et al., 2005).

Hasta el momento el desarrollo de nuevos cultivheesenido como objetivo de calidad
organoléptica interna la obtencion de genotiposattincontenido en azucares, pero no se
ha considerado la seleccion por perfiles de vekatfla que su evaluacién es muy compleja
y su inclusion en los criterios de seleccion tambkn el desarrollo de nuevos cultivares
no solo se debe considerar el genotipo del culter producira los frutos, sino también
que el potencial de un determinado genotipo enxfaesion de caracteres de calidad
interna se ve modulado por la influencia del ggrmtlel portainjertos (Fredes et al., 2017,
Rouphael et al., 2010) que actualmente se utilpama prevenir problemas de ataque de
patdégenos del suelo (King et al., 2010) o nematddioset al., 2015; Thies et al., 2010) y

mejorar la respuesta frente a condiciones de gfass et al., 2008).

Las caracteristicas aromaticas de los frutos ddiggmueden evaluarse sensorialmente
mediante paneles de cata entrenados. Este métoplorgiona resultados directos sobre el
sabor y los matices aromaticos de los genotipoduadas. Sin embargo, es un

procedimiento de evaluacion complejo ya que regueédesarrollo previo de descriptores
precisos con los que posteriormente se entrendo& aatadores; lento, porque no se
pueden catar un gran numero de muestras por sdshido a problemas de saturacion

sensorial de los catadores; caro y que precisalgsarantidades de muestra para llevarse a
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cabo. Por todo ello no resulta viable en los caso$os que se han de evaluar grandes

cantidades de muestras como ocurre a lo largo geagrama de mejora. Ademas, se ha

sugerido que en este tipo de evaluaciones los m&mgueden representar una fuente de

variabilidad importante en los resultados (Caussealge 2001). Por ello, en estas
condiciones se prefiere sustituir las evaluaci@ssoriales por cuantificaciones objetivas
de compuestos correlacionados con las percepcemresriales de calidad organoléptica

interna.

En el caso de los volatiles que determinan el arosmaevaluacién suele realizarse
mediante técnicas analiticas que constan de tegm®tsucesivas: la extraccion de los
volatiles de la muestra (concentrandolos en alguwae®s), la separacion de diferentes
compuestos y la identificacion y cuantificacion.tdamente la separacion, identificacion
y cuantificaciébn de compuestos volatiles se reatizaina gran diversidad de matrices de
muestras principalmente mediante cromatografia adegacoplada a espectrometria de
masas (Beaulieu, 2006; Bicchi et al., 2008; Binge&kCaroli, 2011; Verzera et al., 2011).
Las principales diferencias entre los protocoloslenoos de cuantificacion de volatiles se
dan en la fase inicial de extraccion de volatilesla muestra. Las metodologias mas
utilizadas son la de espacio de cabeza dinamicaeamtedpurga y trampa (P&T) y las de

microextraccion en fase sélida (SPME).

Otro planteamiento distinto para evaluar el peldilvolatiles en diversos tipos de frutos es
la utilizacién de olfatbmetros electronicos. E§pe e evaluacion trata de desarrollar una
técnica que simule instrumentalmente la respuestisi receptores olfativos de la nariz
humana frente a la fraccion volatil del fruto a lesa En este caso no se busca la
separacion y cuantificacion de cada uno de los cestps volatiles correlacionados con
percepciones sensoriales. Lo que se quiere obnema sefal electrénica producida
como respuesta al estimulo conjunto de todos Id&ties de la muestra, particular y
caracteristica de cada una de ellas, y que se paedaar informaticamente de forma
similar a como el cerebro humano procesa las seffaecedentes de los estimulos
olfativos (Gardner & Bartlett, 1999). Para ellout#izan baterias de sensores electronicos,
en la mayor parte de los casos del tipo de o6xideslimos (MOS), que modifican su
resistencia eléctrica en funcion del tipo y con@aibén de los compuestos volatiles que los
estimulan. El sistema se completa con un modulorimitizado que al aplicar diversos
tipos de analisis quimiométrico pueden permitioreaxcimientos de patrones de respuesta
y diversos tipos de evaluacion cualitativa y seudstitativa por comparacion con
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muestras de referencia previamente evaluadas yioforanacion se ha almacenado en el
sistema (Gardner & Bartlett, 1999). El uso de marielectronicas para la evaluacion de
perfiles de volatiles presenta una serie de ventignte a las evaluaciones sensoriales
realizadas por catadores: mayor objetividad y ddpdcde evaluaciéon de un numero
elevado de muestras, mayor sensibilidad de distaicndn y posibilidad de construir
mapas escalables a largo plazo con los que evgleamparar perfiles de volatiles de
muchas muestras evaluadas en periodos largosnpati€sin embargo, también presenta
una serie de limitaciones: necesidad de diversasdug de andlisis multivariante para
soslayar los problemas de deriva debidos a varniasiambientales de temperatura o
humedad (Gardner & Persaud, 2001) o de naturalezéosl sensores (Holmberg &
Artursson, 2003). A pesar de estas limitacionesmaonerosos los trabajos en que se han
aplicado a la clasificacion de muestras de divetgmss de frutos, tales como tomate
(Hernandez et al., 2008; Sinesio et al., 2000)jnmefZawirska-Wojtasiak et al., 2009),
manzana (Brezmes et al., 2000; Marrazzo et al5;200ung et al., 1999), pera (Zhang et
al., 2008), melocoton (Benedetti et al., 2008)aatimque (Solis-Solis et al., 2007), naranja
(Di Natale et al., 2001), fresas y otros fruto®saDu et al., 2010; Simon et al., 1996), uva
(Athamneh et al., 2008), mango (Lebrun et al., 200dnana (Llobet et al., 1999), nispero
(Guarrasi et al., 2011) y melon (Benady et al.,5)%htre otros.

En este contexto, el objetivo del presente estegiovalidar el potencial de uso de un
olfatbmetro electronico para realizar evaluaciofesotipicas rapidas de perfiles de
volatiles en sandia que puedan ser interesantes gearutilizadas en la evaluacién de
diferentes genotipos en mejora. Se pretende utikahuellas electronicas de evaluacion
de estas muestras no con la finalidad de claddi€@n grupos sino para desarrollar mapas
de similitud de perfiles de volatiles que permitamparar materiales vegetales con fines
de seleccion. Por ello se aplicara a la evaluadéh efecto que tienen diferentes
portainjertos en la acumulacidon de voléatiles demismo cultivar comercial. Se pretende
también completar la utilidad de las huellas etettas medidas desarrollando modelos
semi-cuantitativos de prediccion del contenido lgnreos de los volatiles importantes en la

evaluacion de sandia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefo del ensayo y condiciones de cultivo

Se estudiaron muestras procedentes de un mismivacutomercial injertado sobre
diferentes portainjertos. Estas muestras se ewaludanto mediante olfatbmetro
electrénico como mediante cromatografia de gageseg®metria de masas (GC-MS),
utilizando los resultados de esta segunda técmicavdluacion para validar los resultados
de la primera y para sustentar modelos de predicdi® cultivar comercial de sandia
utilizado fue Oneida F1 (Rijk Zwaan, Almeria, EspaflLos portainjertos utilizados
fueron: una entrada espafola @érullus lanatus var. citroides (BGV0005167) con
elevada resistencia a nematodos (codBfo); una entrada d€ucurbita pepo (cédigo
GPepQ, estas dos entradas proceden del Banco de Gexsnagpl del Instituto de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad (COMAValencia, Espafia); dos
portainjertos procedentes de hibridaciones inte@fipas deCucurbita maximax C.
moschata(codigpsGMM1 y GMM2), GMM1 procede del cruce de las entradasCde
maximaVAV 1860 (Large Warted Hubbard, Australia) y de 350689 deC. moschata
(Canada Crookneck calabacin de USA) mientrasGjU&12 es un hibrido comercializado
como portainjerto (Rijk Zwaan, Almeria, Espafia)m@ocontroles se evaluaron frutos del
cultivar comercial Oneida F1 procedentes de plasiasinjertar (c6digoNG) y los
procedentes de plantas autoinjertadas sobre elopooitivar comercial (autoinjerto con
c0digoSG), en este Ultimo caso para comparar el efecta dpéracion de injerto sobre el

desarrollo y maduracion de los frutos y, por tastdre el perfil de volatiles de éstos.

Se utilizé un disefio de bloques completamente at.&2e obtuvieron muestras de 3
repeticiones por grupo de material vegetal a ems@ala réplica con 6 plantas). Los

injertos se realizaron por el método de aproxinragiaun mes después todas las plantas

CAPITULO 3

del ensayo se trasplantaron a una parcela expddmda la compafia Rijk Zwaan,

localizada en Picassent, (Valencia, Espafia). Etonde plantacion utilizado fue de 2.0 m
x 1.0 m y el manejo del riego y la fertilizaciontseo de acuerdo a las practicas culturales
normales para este cultivo en esa zona. Los fedanuestrearon procedentes de todas las
plantas de cada repeticion cuando se observaratossigxternos caracteristicos de

madurez. En cada fruto se obtuvo una porcion da procedente de la secciébn media de
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la zona ecuatorial del fruto. Para cada materigétad, las muestras procedentes de frutos
de una misma repeticion se procesaron juntas psparcer de una media biologica de la
repeticion. Antes de proceder a la homogenizac&laanuestra se elimind el pericarpio y
aproximadamente 2 mm de carne adyacente, asi @srsemillas. La homogenizacion se
realizo con una batidora de vaso (Krups KB720, @eoBeb Iberica, Barcelona, Espafia) y

las muestras se guardaron congeladas (-80 °C)diastamento de los analisis.

3.2. Reactivos

Los estandares de referencia de cada uno de lgsuestos volatiles estudiados (grado de
pureza del 90-99,55%) se obtuvieron de Supelcom&igldrich y Fluka, Barcelona,
Espafa). Se prepararon soluciones madre de estardiavolatiles y a partir de ellas las
mezclas de trabajo para la obtencidn de las cutwaslibrado en los analisis de GC-MS y
para preparar el “estandar sintético” usado pareoteeccion de deriva (modificado de
Valcarcel, 2009). La preparacion, manejo y conseévade estas soluciones de estandares

se realiz6 como se describe en Fredes et al. (2015)

Para la cuantificacion de volatiles por GC-MS, dotventes utilizados para la desorcion y
dilucion de los analitos retenidos en cartuchoseflgan™ ENVI-Carb™ 120-400 mesh
(tubos de SPE de 6 mL) fueron todos de calidad dey

Como “estandar sintético” utilizado para la corréoae deriva (modificado de Valcarcel,
2009), se utilizé una mezcla de volatiles (Tablad9arrollada a partir del promedio de las
concentraciones de un grupo de muestras previana@aleadas por GC-MS (Fredes et
al., 2015) y ajustado a los niveles de sensibilidadla nariz electronica. La primera
dilucion del estandar puro se realizé en acetosiasyrespectivas diluciones con agua ultra
pura (milli-Q) hasta obtener una mezcla con todsscbmpuestos en las concentraciones
deseadas. Los viales patron para el analisis de elactronica, se prepararon mezclando
200 pL de patrén sintético acuoso (10 veces maseodrados que la Tabla 1) con 1800

uL de agua destilada.
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Tabla 1 Concentraciones (ng ). de los principales volatiles utilizados en erpat

sintético para correccion de deriva.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
(2)-3-Nonen-1-ol 56,08 Propyl butyrate 2,75
1-Hexanol 49,44 Phenol 2,69
(E,2)-2,6-Nonadienal 47,30 (E,E)-2,4-Heptadienal 2,61
Hexanal 31,38 Eucalyptol 2,08
(2)-3-Hexen-1-ol 24,94 Butyl acetate 1,95
Methyl-2-methyl butyrate 24,06 Eugenol 1,71
Ethy 1-butanoate (37) 19,76 Beta-lonone 1,71
Nonanal 17,13 1-Pentanol 1,60
(2)-6-Nonenal 15,33 2-Ethylpropyl butyrate 1,48
1-Octanol 13,97 Amyl acetate 1,45
Ethyl-2-methyl butyrate 12,64 6-Methyl-5-hepten-2-one 1,37
(2)-6-Nonen-1-ol 11,85 Heptanal 1,36
1-Octen-3-ol 9,89 (E,2)-2,6-Nonadien-1-ol 1,33
Octyl acetate 5,83 (E,E)-2,4-Decadienal 1,33
1-Nonanol 5,37 Methyl hexanoate 1,32
(E)-2-Heptenal 5,00 Beta-ciclocytral 1,32
3-Methylbutyl acetate 4,97 Ethyl hexanoate 1,29
(E)-2-Nonenal 4,89 Butyl isobutyrate 1,16
Octanal 3,70 Decanal 0,92
2-methylbutylacetate 3,56 Phenethyl acetate 0,92
Benzaldehyde 3,46 (E)-2-Octenal 0,75
Phenylacetaldehyde 3,43 Butyl butyrate 0,74
1-Decanol 3,23 (E,E)-2,4-Nonadienal 0,67
Benzyl Alcohol 3,23 (E)-2-Hexenal 0,64
Hexyl acetate 3,04 Ethyl heptanoate 0,60
2-Methyl propyl acetate 2,77 Benzyl acetate 0,29
Geranylacetone 2,76 (2)-3-Hexen-1-ol, acetate 0,27
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3.3. Determinacién de compuestos volatiles por GC-MS

La determinacion de compuestos volatiles se realmdiendo la metodologia desarrollada
por Fredes et al. (2015). En este caso se analifiracompuestos extraidos por purga y
trampa con cartuchos de Carbowax de 500 mg losesuélieron previamente
acondicionados con 5 mL de dietil éter y 5 mL deewmano. Para la extraccién se
dispusieron 30 g de muestra en un matraz de 15@emando el sistema con un tapon
esmerilado provisto de una entrada de nitrogeny gema salida conectada a la trampa de
volatiles. En la extraccion las muestras se homaigaron a 300 rpm y una temperatura de
40 °C; el flujo del gas nitrogeno fue de 1.6 L thifPasados 49 minutos de extraccion, se
eluyeron los compuestos retenidos con 5 mL de raeatietil éter: hexano (1:1) y 5 mL de
dietileter hacia un tubo graduado. Posteriormeatpracedio a concentrar el extracto bajo

flujo de gas nitrégeno en un bafio de agua a 36&€ta un volumen de 0.5 mL.

El andlisis de compuestos volatiles se llevé a aban cromatégrafo de gases (Varian
CP-3800) acoplado a un espectrémetro de masasp@rabnica, Saturn 4000, Varian)
donde se inyectd 1 pL de muestra en modo spliftesgperatura de inyector 220 °C). Para
la separacion se utilizé una columna capilar (SupeBellefonte, PA) de 30m x 0.25mm
Supelcowax 10 (0.25 um diametro interno). El gasaplor fue helio con un flujo de 1 mL
mint. Se establecié el siguiente gradiente de temperat0 °C durante 5 min; incremento
de 4 °C mift hasta 160 °C; finalmente un incremento de 30 °@nmhiasta 250 °C,
temperatura que se mantuvo durante 1 min, coneumpb total de analisis de 39 min. Los
espectros fueron obtenidos en modo full-scan (ralegm/z 50-200 Da) usando ionizacion
de impacto electrénico (70 eV) en modo positivagfiguracion de ionizacién externa. La
temperatura de la interfase GC-MS fue de 275 °Cladeampa de iones 190 °C vy del
manifold 60 °C. La identificacion se realizo a padle los estandares por comparacion de
sus espectros de masa, tiempos de retencion dpidos y sus indices de retencion
calculados segun la férmula utilizada por Kovat85@) a partir de una mezcla de n-
alcanos (@&Cso) en las mismas condiciones de andlisis. Paradatificacion se utilizaron

curvas externas de calibrado en solvente para toda®mpuestos estudiados.
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3.4. Sistema de nariz electrénica

Se utilizd un olfatbmetro electronico comercial raled Fox 4000 (Alpha M.O.S.,
Toulouse, France) que consta de 18 sensores, desaxietalicos semiconductores (MOS,
Metal Oxide Semiconductors) dispuestos en tres @Esn@onectadas en serie, un sistema
de inyeccion automatizado (CombiPAL HS100, CTC Aoy Zwingen, Switzerland) y
un programa de ordenador (AlphaSoft v9) para etrobly obtencion de los datos. Los
sensores del equipo son de tres tipos: 6 del tiyYd (LY2/LG, LY2/G, LY2/AA,
LY2/GH, LY2/gCTl, LY2/gCT) basados en £33 y Titanio, 5 del tipoT (T30/1, T40/2,
T40/1, T70/2, TA/2) y 7 del tipd® (P10/1, P10/2, P40/1, PA/2, P30/1, P40/2, P30/2)
ambos grupos basados en Sy®t/Pd.

Para realizar el analisis se pesaron 2 gramos dstraude sandia triturada y se dispusieron
en viales de 10 mL que se sellaron herméticamé&imteel caso del estandar sintético se
utilizaron 2 mL se solucion en cada vial. Los éaée incubaron durante 10 minutos a 45
°C en agitacién (500 rpm). De cada vial se extrajovolumen de 2 mL del espacio de
cabeza generado utilizando una jeringa de 2.5 robdicionada a 55 °C. Posteriormente
se inyectd en las camaras de los sensores eledsoiiil tiempo de limpieza de la jeringa
fue de 120 segundos (s) con una velocidad de flejc00 pL 3. El tiempo de cada
adquisicién de sefal fue de 120 s con periodosdalarh repetidos cada 1 s. Cada muestra
se analiz6 por duplicado, realizando secuencid$daales (6 muestras por secuencia) con
4 patrones sintéticos colocados al azar para lgepascorreccion de deriva. Como gas de
arrastre, el equipo utilizé aire limpio y seco (si#zas de humedad) a un flujo de 150 mL
mint. El equipo se calibré una vez por semana seg(esfascificaciones del fabricante.

La respuesta de los sensores se midié como lacid@aride la resistencia eléctrica debida a
la reaccion de los compuestos volatiles de la maasstbre la superficie activa del sensor.
Estas respuestas presentan un aumento rapido sendd con el tiempo (crecimiento

sigmoide) hasta un punto donde se obtiene la iick@thsnaxima de respuesta y donde se

CAPITULO 3

produce un equilibrio dindmico (igual velocidad atisorciéon y desorcion de los volatiles

en la superficie de sensor). El tiempo en el qualsanza esta respuesta maxima depende
de las caracteristicas fisicoquimicas de cada sgndel estimulo recibido. A partir de la
representacion gréfica de la respuesta de cadarseeste a los estimulos de volétiles se
obtuvieron dos tipos de pardmetros: la intensida@ima normalizada de cada sensor

(INmay calculada como ([FRmay/Ri (donde Res la resistencia eléctrica de los sensores
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cuando detectan aire limpio yE es la resistencia electricidad durante la detecd&los

compuestos), y la pendiente (K) calculada segurdtenula (Lin & Zhang, 2016):

tmax —t . , . ., L -
K = ’;‘Na"—‘) y que también estaria relacionada con el procesbsorcion de volatiles en
max

la superficie del cada sensor (Garcia-Gonzalez &rig, 2002).

La correccion de deriva se realiz6 segun lo expupst Valcarcel (2009) con ligeras
modificaciones. Basicamente consiste en hacer uedida periddica de estandares de
referencia que permiten cuantificar la variacioarieh) en la respuesta de los sensores con
el tiempo. Una vez obtenida esta variacion, secapln calculo que elimina la parte de
sefial que no corresponde a la muestra propiaméctia. el calculo realizado fue el

siguiente:

Sr(;ledida = [S‘medida(l - Ederiva(t))] +Smedida ’ donde‘r?ledida €s Ia Seﬁal medlda Corregidﬁedida es
la media de todas las repeticiones correspondientes muestra,.,...(t) €s la funcion de

la deriva ys,,....a €S €l valor de medida dado por el instrumento.
3.5. Analisis de datos

Para facilitar el estudio de los perfiles de vidatique los diferentes portainjertos
condicionan en el cultivar comercial Oneida F1 @& una metodologia de reducciéon de
dimensionalidad. Se trata de recoger el maximaadeafiabilidad existente y proyectarla
en un subespacio de variables latentes para mdssasimilitudes entre diferentes
materiales como una funcion inversa de su distaaniael plano de proyeccion. Esta
representacion grafica permite ademas un estudiclagficacion de las diferentes
muestras en los grupos estudiados (Wise et al§)2@@ ha optado ademas por el analisis
discriminante basado en la regresién parcial paimads cuadrados (PLS-DA) porque las
nuevas variables discriminantes latentes que @k ortogonales entre si por lo que se
consigue evitar problemas de colinealidad que)gaaturaleza de las variables originales
(grupos de compuestos volatiles que compartenalaha quimica y rutas biosintéticas de
origen y grupos de sensores con similitudes deriakte de composicion) pueden darse si
se utilizan otros tipos de analisis como puedenlaerandlisis discriminantes lineales
(LDA) (Hubert & Vanden Branden, 2003). Para el adelo desarrollo de los modelos, los
datos en bruto se pre-trataron con el método dmscdilado para evitar que las diferencias

de escala de algunas variables sesguen la modéfizaa validacion de los modelos de
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reduccion de dimensionalidad y clasificacion olitesise ha hecho por medio del método
de validacion cruzada (CV) de tipo ventana veneciéenetian blinds) buscando
disminuir los errores minimo cuadréticos de validlacruzada (RMSECV) y encontrar un
namero 6ptimo de variables latentes evitando proatede sobreajuste de los modelos
(Brereton & Lloyd, 2014). Para ello, se ha segwetoriterio de dejar de incluir variables
latentes cuando la reduccion de RMSECV es infai@®% intentando en todo momento
utilizar el menor nimero posible de estas. Dado egtes modelos pueden estar muy
condicionados por la presencia de valores anOmasbes se han eliminado cuando
sobrepasaban los umbrales de confianza de losegaterlos estadisticog de Hotelling y
los residuos Q (Jackson & Mudholkar, 1979).

El valor de RMSECYV se calcul6 segun la siguienteaemn:

n (5 —y) .
RMSECV = ’M dondey; son los valores medidosyg,; los calculados por el

modelo para los subgrupos de validacion cruzada.

Los valores de Tde Hotelling y los residuos Q, se obtienen a paidi las siguientes

formulas:  T? = ;A7) = x; P APl x]
T
Q; = eief = x;(1— PyPi)x{

Dondex; es la i-ésima fila de la matriz demuestras x compuestos volatile®, es la k-
ésima columna de la matriz de coordenadas de logpwestos volatiles referidas a las
variables latentes utilizadas en el modelo PL$ matriz diagonal que contiene los
valores propios A; al,) correspondientes a lésvectores propios (variables latentes,
LVs) utilizados en el modela; la i-ésima fila de la matriZ, con los k vectores de
coordenadas de las muestras referidas a las \egildientes retenidas en el modejda

i-ésima fila de la matriZ de residuos & la matriz identidadn(x n).

La bondad de la clasificacion se determinara pationéel porcentaje de aciertos de cada

-
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una de las clases basandose en los valores defiegget (hnGmero de muestras predichas

fuera de la clase dividido el nUmero de muestras dpberian estar fuera de la clase) y

sensibilidad (nUmero de muestras predichas erate aivido el nUmero de muestras de la
clase). La sensibilidad y especificidad se obtig@a cada una de las clases tanto para los
resultados del calibrado (auto-prediccion) comoaplas de la validacion cruzada. El
porcentaje de aciertos de cada clase se deterroma cna media ponderada de sus

valores de especificidad y sensibilidad (Wise gt24106).
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Los modelos de prediccion del contenido en compseatlatiles a partir de parametros de
sefal electronica obtenida con sensores se hanralksio utilizando la técnica de
regresion parcial minimo cuadrética (PLS). Losecidis de pre-tratamiento, validacion de
modelos, seleccion del nimero de variables latgntdgninacion de datos anémalos han
sido similares a los utilizados en los analisis 14 Para afinar los modelos obtenidos se
ha utilizado una metodologia jerarquica de selecd&variables originales a considerar en
el modelo definitivo (iPLS) tanto con la opcion riemental (inclusion secuencial de
variables) como con la opcién detrimental (exclnosiéecuencial de variables)
seleccionando en cada caso la opcion que propdreimdelos con menor error minimo
cuadraticos de validacion cruzada (RMSECV) (Wisal.e2006).

Todos los calculos descritos se han realizado tanddulo PLS Toolbox version 8.2.1
(Eigenvector Research Inc, Wenatchee, WA, USA) atoreo MATLAB (versién
R2014a, 8.3.0.532, MathWorks, Inc., Natick, MA, USA

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La composicion de volatiles de las muestras eddadigFigura 1) muestran, en general,
muchas similitudes, aunque los distintos pies iedudiferencias en los volatiles
acumulados, que resultan importantes desde el plentista de la utilizacion de diferentes
portainjertos, ya que se ha demostrado que influgancaracteristicas de calidad
organoléptica de los frutos (Fredes et al., 20Dé)los 61 volatiles analizados, 30 de ellos
presentaron contenidos superiores al limite de tificacion, siendo los niveles de los
volatiles cuantificados coherentes con los encdofapor otros investigadores que
realizaron cuantificaciones o semi-cuantificaciodessolatiles en esta matriz (Lewinsohn
et al. 2005; Beaulieu, 2005; Liu et al., 2012; &abulos et al., 2014). No obstante, los
contenidos de los diferentes volatiles evaluaddédnesuy condicionados tanto por el
material vegetal considerado, el ambiente de aulfivila metodologia de evaluacion

utilizada.
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Figura 1. Perfil de volatiles (promedio * desviacion estanelgpresados en nglppara

frutos de sandiaQjtrullus lanatusF1 Oneida) sin injertarNG), autoinjertadosSG) e
injertados en: patron experimental @eacurbita (C. maximax C. moschat hibrido F1
(GMM1), hibrido comercial F1 d€ucurbita(C. maximax C. moschata Cobalt(GMM2),
patron de Cucurbita (C. pepd (GPepQ y patrén experimental de meldeitroides

(Citrullus lanatusvar.citroideg (GC).
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Con los resultados de cuantificacion de volatiesqoomatografia de gases-espectrometria
de masas en las diferentes combinaciones de gertairton Oneida F1 se realiz6 un
analisis de clasificacion discriminante a partirelgresiones parciales minimo cuadraticas
(PLS-DA) (Tabla 2A y Figura 2A). En nuestro casdae30 variables originales (volétiles
cuantificados) se pasa a 2 variables discriminasubgacentes obtenidas por combinacion
lineal de los contenidos en voléatiles determinaddsialmente. Esta reduccion de
dimensionalidad a dos variables latentes discrimiesm explica el 55,77% de la
variabilidad para el contenido en volatiles y e|78% de la agrupacion del disefio. La
explicacion de la variabilidad presente puede dmmarse suficiente (supera el 50%)
considerando que los resultados procedentes deatdificacion de volatiles son bastante
variables debido posiblemente a la complejidachdeteso de extraccion y cuantificacion
asi como a la dificultad de integracion de los pif6oung et al., 1999). Sin embargo, la
explicacion de la agrupacién de las muestras redeada. Esto se refleja también en que
los resultados de discriminacion de grupos de asédisis muestran que los errores de
clasificacion oscilaron entre el 7 y el 33%, sietalgensibilidad (proporcién de muestras
del grupo clasificadas correctamente dentro depa@rudel modelo de clasificacion
absoluta (1) en todas las clases excepto cuandtliza como portainjert@. pepo(Tabla
2A) y la especificidad (proporcidn de muestras tfesogrupos incluidas incorrectamente
dentro del grupo), algo mas baja, especialmentadmuge utiliza como portainjerto el
hibrido interespecifico Cobal€( maximax C. moschatp Sin embargo, cuando se aplica
remuestreo (validacion cruzada) para comprobanflagincia de la variabilidad intra-grupo
en los resultados de clasificacion estos no sorsadéisfactorios (Tabla 2A). El que los
resultados de clasificacion con la validacion cdazampeoren con respecto a los que se
obtienen con el modelo de calibrado inicial sueleeder cuando la variabilidad dentro de

grupo es elevada (Wise, 2006).
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Tabla 2 Modelos de clasificacion (calibrado y validaciomeszadas) obtenidos por PLS-

DA de las muestras analizadas por GC-MS ¢ E-Nose B). Donde los valores de

sensibilidad y especificidad van desde 0 (minimb)Y@aaximo).

A

Sensibilidad GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 1,00 1,00 0,67 1,00 1,00 1,00
Cv 0,67 0,00 0,33 0,67 0,67 0,33

Especificidad GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 0,87 0,33 0,87 0,53 0,60 0,87
cv 0,87 0,60 0,87 0,60 0,60 0,73

%Error Clasif. GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 7 33 23 23 20 7
CVv 23 70 40 37 37 47

B

Sensibilidad GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 1,00 0,67 0,67 1,00 1,00 1,00
CV. 1033 0,00 0,67 0,67 0,67 0,33

Especificidad GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 0,87 0,73 0,73 0,47 0,80 0,73
C.V. 0,80 0,80 0,73 047 0,73 0,80

%Error Clasif. GMM1 GMM2 GPepo GC SG NG
Cal 7 30 30 27 10 13
C.V. 43 60 30 43 30 43

Estos valores méas bajos de sensibilidad obtenittisan que, aunque se observa que los

diferentes portainjertos condicionan caracteristidistintivas en el perfil de volatiles del

cultivar injertado (separacion entre grupos bastashéra en la Figura 2A) existe, en

general, una amplia variabilidad intra-grupo y,@gde estamos evaluando combinaciones

de materiales vegetales en los que la parte aéjedada es la misma para todos, es

inevitable que se den algunos solapes en los gerfle volatiles de algunos de los

materiales vegetales estudiados (Figura 2A).
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Figura 2. Mapas de similitud obtenidos por PLS-DA de los datle perfil volatil
obtenidos por cromatografiad) y nariz electronicaB) a partir de frutos de sandia
(Citrullus lanatusF1 Oneida) sin injertaNG), autoinjertadosSG) e injertados en: patron
experimental deCucurbita (C. maximax C. moschatq hibrido F1 GMM1), hibrido
comercial F1 deCucurbita (C. maximax C. moschata Cobalt (GMM2), patrén de
Cucurbita(C. pep9 (GPepq y patron experimental de mel@itroides (Citrullus lanatus
var. citroideg (GC).

Esta amplia variabilidad intra-grupo no es rarandgase evallan perfiles de volétiles en
frutos. Por ejemplo, en fresones se observd quelifagencias genéticas entre material
vegetal y la influencia de la conservacion frigodf podrian originar coeficientes de
variacion en el contenido de los volatiles evalgackercanos al 20% en muchos casos y en
algunos superiores al 40% (Douillard & Guichard9@® En meldén y sandia, esta
variabilidad intra-grupo puede verse incrementaatalg dificultad de muestrear frutos en
el mismo estado de madurez (Abbaszadeh et al.,; 20050n et al., 2010) y a que los
signos externos de madurez no permiten determinarqoiera aproximadamente si el

proceso de acumulacion de volatiles se halla mapzado.

No obstante, desde el punto de vista de evalual@dnaterial vegetal, mas que la bondad
de clasificacion, que depende en gran medida tdetta variabilidad dentro del grupo

como de las diferencias entre grupos, resulta mucés interesante poder estudiar las
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similitudes o diferencias no solo entre los diféesmmateriales vegetales que forman los
grupos, sino también entre las muestras de un nigopn ya que esto permite evaluar de
forma mas amplia las caracteristicas del mateegétal. Es decir, en nuestro caso es muy
interesante disponer de “mapas” en los que lasrdigts entre las proyecciones de los
puntos muestren Io mejor posible las relacionesggupaciones entre los diferentes

materiales estudiados debidas a sus perfiles diles| asi como la homogeneidad de las
muestras de un mismo grupo (variabilidad intra-gjufen este sentido las metodologias
de reduccién de dimensionalidad (PCA, PLS-DA, lig)lgue permiten una representacion
grafica de la variabilidad existente en un subdsp&ducido facilitan la interpretacion de

los resultados (Krzanowski, 2000) y con ello laleaeidon del material vegetal con fines

de seleccion.

Por ello, a pesar de la variabilidad intragrupsente en las muestras estudiadas, el uso de
“mapas de similitud” de perfiles de volatiles (FHigwR2A) permite constatar que no hay
diferencias importantes en los materiales vegetalges portainjertos son de sandia: las
sandias no injertadadlG) y las autoinjertadasS@) tiene perfiles muy parecidos que se
observan proximos en el mapa. A estos materialediéan se aproxima el perfil del
cultivar injertado sobre un ancestro de san@&)( Los materiales injertados sobre
portainjertos de otras especies diferentes a ldiganuestran, en general, un perfil mas
alejado de los anteriores. Este es el caso de Hkieriaes injertados sobi@. pepo
(GPepq y sobre el hibrido interespecifi@MM1 deC. maximax C. moschataEl hibrido
interespecificoGMM2 muestra un comportamiento mas variable y mas ample
explicar. En general, las caracteristicas de la$ilgge de volatiles de los materiales
injertados sobre portainjertos de sandia o de ilmsdios interespecificos de calabaza son
coherentes con los mostrados en un trabajo ant{é&iedes et al., 2017). Se constata, por
tanto, que esta metodologia de evaluacién permaecaracterizacion amplia del material

vegetal que puede ser muy Util en mejora.

Por otro lado, estos mismos analisis discriminantediante PLS-DA realizados con los

-
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resultados obtenidos al evaluar las huellas eleicd de volatiles con la nariz electronica
(Tabla 2B y Figura 2B) redujeron la dimensionalidked36 variables iniciales (18 valores

de respuesta maxima normalizada y 18 de pendieatedlos variables latentes
discriminantes siendo claramente mejor el porcerdajvariabilidad de la respuesta de los
sensores frente al estimulo del conjunto de vek(i94,15%) que en el caso del PLS-DA

realizado a partir de los datos de cromatograffauy similar para la explicacién de la
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variabilidad de los grupos de material vegetal ddatlo (20,91%). En este caso, tanto la
bondad de ajuste del modelo de clasificacion (T&Ba como la caracterizacion de
respuestas frente a perfiles de volatiles y vdrdsa intra-grupo (Figura 2B) ha sido
similar a la obtenida con los datos de cromatogrddi gases-espectrometria de masas. Por
lo que puede realizarse este tipo de caracterizama cualquiera de los dos métodos de
evaluacion indistintamente. La similitud de amboalisis va mas alla de las tendencias
generales, ya que al igual que en el caso de laatografia, con nariz electronica se
observé un mayor nivel de variacion en las muestmasespondientes a los patrones
GMM2, GPepoy GMML1. De hecho, al igual que ocurrié con los datos rdenatografia
las muestras &MM2, 2-GPepoy 3-GPepoy 3-GMM1 se agrupan muy préoximas entre si.
También de nuevo @MM1 presenta un perfil distanciado del resto de masstie
GMM1 y lo mismo ocurre de nuevo con las muestr&SMiM2 y 1-GPepoque no se
agrupan cerca del resto de su grupo. Con los désdo® de evaluacién se reproduce de
forma muy fidedigna el patrén de variacion de |lagtariales vegetales estudiados por lo
gue ambos pueden ser utilizados para este tiperaippado. Con ello se amplia el tipo de
aplicaciones en las que se utilizan los olfatonsegtectrénicos para la evaluacion de
perfiles de volatiles, ya que en la mayor partéodecasos se han utilizado para, a partir de
los grupos de muestras en estudio y los modelassdeminacion desarrollados con ellas,
predecir la pertenencia de otras muestras probkeralguno de los grupos establecidos
(Brezmes & Llobet, 2016; Yang et al., 2015).

Una vez comprobada la elevada relacion entre lsslteglos de nariz electrénica y
cromatografia, se exploraron las posibilidades esantollar modelos de prediccidon de la
acumulacion de compuestos volatiles individualespaatir de parametros de sefal
electronica obtenida con los sensores del olfat@mPara ello, se emplearon regresiones
parciales minimo cuadraticas (PLS) seguidas dedelees jerarquicas de las variables
utilizadas en los modelos (i-PLS) para escogerpasametros electronicos que mejor
permiten predecir los niveles de cada volatil ertipdar, y mejorar los ajustes de los
modelos a los resultados de evaluacion obtenidos. modelos de prediccion del
contenido de los compuestos (Z)-6-nonen-1-ol, géaaptone, (Z)-6-nonenal, 1-hexanol y
heptanal fueron especialmente buenos (Tabla 3yeptando coeficientes de regresion
para los modelos lineales de calibracion por encohea0.89. Para estos mismos
compuestos, los modelos de validacién cruzada mi@ss también un buen ajuste, con
coeficientes de regresion lineal superiores a GagRcomo errores de validacion cruzada

(RMSECV) bajos. En general, los errores de valilacruzada para estos modelos estan
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comprendidos entre un 10 y un 17% del valor maxi@locontenido detectado para estos
compuestos en los frutos de sandia, por lo queaaosf de prediccion para una primera
preseleccion pueden ser validos. No obstante, haytener en cuenta que, para disponer
de modelos robustos y mas generales, aiun se delieuzw con este tipo de trabajos
incrementando el nimero de genotipos evaluados grthientes y métodos de cultivo en
que se han obtenido para que cubran un gran nudercasos y por ello sean mas

generales.

Por otra parte, los compuestos (Z)-3-nonen-1-dlylebutanoate, (Z)-3-hexen-1-ol, 1-
nonanol, hexanal, 6-methyl-5-hepten-2-one, (E,B)H&ptadienal, decanal y (E,Z)-2,6-
nonadienal presentaron valores deeRtre 0.70 - 0.88 en calibracion y 0.41 - 0.85 en
validacion cruzada (Tabla 3). Estos modelos, mgmesisos que los anteriores podrian
utilizarse como modelos semi-cuantitativos exptmias para dichos compuestos. En el
resto de casos los modelos con presentaron valerBsde calibracion inferiores a 0.75 y
de R de validacion inferiores a 0.47 (Tabla 4). Es plesgue el menor ajuste de estos
modelos de prediccidn se deba a que los sensoeefdglicos utilizados son menos
sensibles a algunos compuestos (Song et al.,, 2@pbd)Jo que no seria prudente su
utilizacion para prediccion ya que los errores @gligcion que se cometen con ellos serian

demasiado elevados.

Estos resultados son bastante similares a los idbgepor otros autores que también han
aplicado esta metodologia para la evaluaciéon datiled en otros cultivos (Lin & Zhang,
2016) lo que corrobora las posibilidades de uscesta estrategia de evaluacion para
complementar las comparaciones entre genotipospoedticciones del contenido de 14
compuestos, algunos de ellos considerados comatampes y caracteristicos del perfil de
volatil de sandia (Beaulieu & Lea, 2006; Xisto & 2012). También puede resultar
interesante para la seleccion negativa de genotipascaracteristicas detrimentales de
calidad o en procesos de control de calidad patecide partidas fuera de tipo. En este
contexto se incluyen las predicciones de (Z)-6-nehw®| porque es un compuesto cuya
acumulacion esta muy condicionada por el tipo deapgerto utilizado en el cultivo
apareciendo en mayor cantidad al usar portainjaitosdos deCucurbita(Condurso et al.,
2012; Fredes et al., 2016), siendo su presenciativag ya que las notas aromaticas
caracteristicas de calabaza que provoca se asm@andia sobremadura poco apreciada
por el consumidor (Saftner et al., 2007). Por tddo, Z-6-nonenal y E,Z-2,6-nonadienal
pueden ser abundantes en sandia sin pepitas p@araa notas aromaticas caracteristicas
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de meldn y pepino (Beaulieu et al., 2006) que srelaluaciones de sandia no son bien

valoradas (Petropoulos et al., 2014).

5. CONCLUSIONES

En este estudio se ha demostrado que el uso deeatectronica permite una evaluacién
fenotipica rapida de los perfiles de volétiles dadipos de sandia. Esta metodologia no
precisa laboriosas y lentas preparaciones de nauesino ocurre en otras evaluaciones
analiticas mediante técnicas mucho mas caras ysteslicomo con algunas de las
modalidades de cromatografia de gases acoplad#zeatesnetria de masas (GC-MS) mas
ampliamente utilizadas, por lo que puede ser migrésante en la evaluacion de grandes
cantidades de genotipos de sandia. La evaluacidhame nariz electrénica permite
construir mapas de similitud de muestras por ceristicas de perfil de volatiles que
ponen de manifiesto tanto las diferencias entrgpagude material vegetal como la
variabilidad dentro un mismo grupo de forma simédacomo se obtiene con datos de
cuantificacion de volatiles mediante GC-MS, sierdalgunos casos mas precisa que esta
al caracterizar la variabilidad. Por tanto, es uretodologia de fenotipado rapido muy
interesante para ser utilizada en programas derane€je la calidad en sandia. Como
resultado adicional, se han presentado eviden@aqueé se pueden desarrollar buenos
modelos de prediccion de contenido en 14 compueslésiles importantes en el perfil de
volatiles de sandia que completarian los analisisedaluacion de las tendencias de
variabilidad y comparacion de material vegetal.b®in es cierto que se necesitan mas
estudios de este tipo para disponer de modelosediécpion mas robustos y generales.
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Tabla 3 Modelos con buena prediccde contenidos de volatiles (ng)ga partir de

respuestas de los sensores de nariz electronica.

2 _
_ _ _ ? g s
A I s :
L = S S = L o ! ] — ] ] —= I
T 8 2 = g g = g = g 2 | 52| 8 g
2 ks S 8 S c 8 S 3 S 2 2 & 2
2 g s | 25| 2| 2| &S |a3|s 3|8 @
N ) ~ N w N bt [m) N
£ w ¢
©
[o 6329 | -182 | -3069,6 | -227,4| -75,1 | -13854,0| -493,5 | 710,5 | -1654,7 | -1297,4| -1583,8| -90,8 | 36,6 | -25156
[nmicvene) | 2753 | -37019 | 26445 | -2031] -46,2 | -12341,7] -4505 2995 | -602,8 3692,3
[Nm2(Ly2ic) 170,8 42 0.4
[nmawyaiaa) | 340 141,0
[Nmay2/cH) 27 -68,1 0.2
[nms(Ly2igem)| 635 5,9 23 | 09
[nmeLyargen) | 2582 8,9 -158,2 180,1 09 | 80717
[inm7(T30i) 21,7
[nms(P10/1) 36,6 -8,8
[nma(P10r2) 151,1
[Inm1oPaor) 36,6
[nm11(T7072) 38,6 21,3
[nmizPar2) 27,0 5,2
[nmispsorn) | -1095
[nm1a(P4or2) 345 1550,7 9,5
[nmisesoz) | -1068 1701,3 -232,3 -151,0 20,2
[inmi6(T40/2) 55,1 2139,3 2898 -15,9
[Nnmi7(ra0m) | 27189 80110 35350 | 54446 | 98,7
INm18(TA/2) -6589,4 142,5 | 23988,5 | 1125,9 | -1268,7 -1742,0
K1(LY2/LG) 141759,0 2764,2| -39656,2 | 14091,7
K2(LY2/G) -1250,9 11577,4
K3(LY2/AA) 362 | -6960 | 13244 1544 | -1305,2
Ka(LY2/GH) 2383,3 1963,0 | 345
ks(Lyz/igcT) | -180,8 -1036,4 -48,7 232,1 | 1097,0 42,2
ke(LyzigcT) | -2205,7 | 10300,1 | 9922,7 1232 -1827,9 3107 | -7.1
k7(T302) -6947,7 -1973,9 -288,5
ks(P10/1) -3080,4 -7633,6 -699,1 75,0 -260,7
ko(P10/2) -14813,3 | -15146,7 14761,6| -2539,0| -8919,4| -493 8
K10(P40/1) -4381,4 -1670,7 | 21251 1245 | -567,1 | 209,1 -7892,9
K11(T70/2) 2323,7 2312 1879,5 -1089,9 139,0
k12(PA/2) 127802 | 9229,8 68,3 1444,8
k13(P30/1) 4010,6 -2469,8 | -1320,3| 77452 -206,2
k14(P40/2) 42045 | 382211 | 18198,3 150,4 43156 68299,8
K15(P30/2) -4885,9 | 2817,4 37590,1 2284,4 | 256,7 | -279,3
K16(T40/2) 4094,7 71855 24198 690,2 | 79394,7
K17(T40/1) 24678,1 16338,7 -4310,9 -106,6 | -135214,0
k18(TA2) 13607,3| 13667,7 6774,2 896185 | 1157,8 19029,0 790,0 | 900,9 | 701593
R? Cal® 0980 | 0974 | 0953 | 0926 | 0,899 | 0,886 | 0881 | 0,875 | 0875 | 0,872 | 0,856 | 0,855 | 0,844 | 0,796 ™
RZCV © 0937 | 0827 | 0769 | 0864 | 0,721 | 0787 | 0625 | 0735 | 0852 | 0,786 | 0,724 | 0,412 | 0,665 0,646 9
RMSECV ¢ 16,79 | 2449 | 2817 | 962 | 037 | 26400 | 894 | 701 | 4040 | 1432 | 11,28 | 0,80 | 074 | 79,80 )
g/';")EECV/MéX' 13 17 16 11 | 10 14 16 15 14 12 20 2 | 14 21 \E
<
@)

@ Ecuaciones de predicciOniofipueste= Bo+ alNmad + @INma2 +...+ aslNmal8 + hK1 + kK2 +...+b1gK1s, donde
INmasi €S la intensidad maxima relativa, Ki es la pentigpara cada sensof;as son los coeficientes de la ecuacion de
mejor ajuste.

b R2_Cal: coeficientes de regresion de los modelosatieracion.
¢ R?_CV: coeficientes de regresién de ajuste de los foedk validacion.
4 RMSECYV: Raiz cuadrada de la media del cuadradordelde la validacion cruzada (ngd)g

e RMSECV/Max (%): porcentaje del cociente entre RMSB(I valor de concentracion maxima para cada cEs{.
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Tabla 4 Modelos de predicciGraproximada de contenidos de volatiles (Y @ partir de

respuestas de los sensores de nariz electronica.

g _ E E g
5 8| 8| o B 2 s | _ |3 [ R
S §| 3| & = s | & | 5| 9| 2|8 g g | 2| 2|2
§ |8 |3l & s | g1 g | 2| E|a| & |&|2|2|2
| |lgl g 2 |Q|E|8|F|& |3 |33y ¢8
g |83 s s |a| € |a|lald]
P oM & [a} w ~ = w -
N w u 2
= w

[eo 2055,4 | -105,6| -6,6 | 283,5| 31108 |-170,6] 9,0 | 80,9 | 69,6 | -220.8] 287 | -1683 | 1.3 | 86 | 20,2 | 580,

[nmacvare) 72,6 | -14,6| 509, 59,1 1239 -1419 64, -32,0| -38,0] -677.4

[nm2(Lvaie) 03 14 03

[nmacLvaian) 03 11 03

[nmacLvaich) 03 | 1487 11 04

[nms(Lyaigey 2000| 2200 35| 05

[nms(LvaigeT) 12 15| 14

[nm7(T30r1) 18

[nms(p10m) 02 | 03 10 2,4

[nmocpr0r2) 12 -69,2 8,6 3.4

[nmao(paor 05 28 46

[nm1cr7orz) 00| 08 0,0 1,0

[nma2earz) 01| 03 0,7 15

[nm1aesor) 113 o1 09 2,6

[nm1aaorz) 126 | -05 | -264,3 15 07

[nmisesor2) 132 03| -201,7 01 038 -169,6

[nmas(raor2) 334,33 1,7 | -827,3 e

[nma7craon) 207,1| 239 2714| 12 536,9 137

INM18(TA2) 3032,7 26304

ki(Lv2ie) -17997,3 -560,4

K2(LY2/G) 54 04

Ka(Ly2/an) 30

Ka(Ly2/GH) 30,7 | 30 | 1546 11,4 94

Ks(Ly2/gCTI) -961,8 20| 8796 02 183 28

ke(Ly2/gCT) 119,0 57,4

k7(T30/1) 42370 55,0 | -164,6

ke(P10/1) 22,3

ka(P10/2)

k10(P40r1) 38501 | -40,8 77,4 | -29051,0

K11(T70/2) 55238 | -50,0 0,0 9,3

k12(PA/2) 40,7 | 6682,6

k13(P30/1) 11,3] 3823 318,1 1545

k14(P4012) 8,0 | 4889 20,8| 221966 59,1

15(P30/2) -6924,0 45292 1753 95 -183,5

K16(T40/2) 11207,1 | -105,1 10,2 50,8

K17(T40/1) -21858,2

k18(TA2) 112,0 | 32,6 | 114,9 784,3 103,7| 79416,6 119,1

R? Cal® 0,725 | 0,702|0,642| 0527 | 0,510 | 0,496 | 0,448 | 0,444 | 0,402 | 0,382 [0,375| 0,360 |0,2040,271|0,254| 0,225

R2Cv © 0,422 | 0,466 |0,330| 0,335 | 0,379 | 0,370| 0,247 | 0,349 | 0,246 | 0,161 | 0,111 0,119 |0,065|0,019]0,141| 0,010

RMSECV ¢ 1018 | 1,79 | 032 1,18 | 84,23 | 416 | 044 | 381 | 2,98 | 520 | 205| 170,56 | 2,19 | 1,25 | 1,21 | 3,24

(Ff,/“n")SEECV’Mé"' 28 25 | 27 | 20 30 21 | 32 | 41 | 18 | 16 | 48 30 37 | 42 | 35 | 43

@ Ecuaciones de predicciOniofipueste= Bo+ allNmad + @INma2 +...+ aslNmaxl8 + hK1 + kK2 +...+b1gK1s, donde
INmax €s la intensidad maxima relativa, Ki es la penttigpara cada sensor;as son los coeficientes de la ecuacién de
mejor ajuste.

b R?_Cal: coeficientes de regresion de los modelosatieracion.
¢ R?_CV: coeficientes de regresién de ajuste de los foedk validacion.
d RMSECV: Raiz cuadrada de la media del cuadradoraelde la validacion cruzada (ngd)g

¢ RMSECV/Max. (%): porcentaje del cociente entre RMSB(I valor de concentracidon maxima para cada cmEsD.

154



Capitulo 3

6. AGRADECIMIENTOS

Este estudio se ha financiado parcialmente a trdekproyecto AGL2014-53398-C2-2-R
concedido por el Ministerio de Economia y Competiad en colaboracion con FEDER.
Alejandro Fredes agradece la financiacion recibideialmente de la Generalitat
Valenciana a través de una beca del programa ‘&pntiGrisolia/2013/032" vy
posteriormente del Banco Santander a través dejrama “Ayudas para estudios de
doctorado a estudiantes procedentes de Americad’atique le han permitido su estancia

de estudios en Espafia para el desarrollo de logjdsarecogidos en este articulo.

7. BIBLIOGRAFIA

Abbaszadeh, R., Moosavian, A., Rajabipour, A., Naa, 2015. An intelligent procedure
for watermelon ripeness detection based on vilmagignals. J. Food Sci. Technol.
52, 1075-1081.

Athamneh, A., Zoecklein, B., Mallikarjunan, K., Z0Electronic nose evaluation of

Cabernet Sauvignon fruit maturity. J. Wine Res.GEB;80.

Beaulieu, J.C., 2006. Effect of cutting and storageacetate and nonacetate esters in

convenient, ready-to-eat fresh-cut melons and applertScience 41, 65—73.

Beaulieu, J.C., Lea, J.M., 2006. Characterizatimh semiquantitative analysis of volatiles
in seedless watermelon varieties using solid-plnaiseoextraction. J. Agric. Food
Chem. 54, 7789-7793.

Benady, M., Simon, J.E., Charles, D.J., Miles, G1R95. Fruit ripeness determination by

electronic sensing of aromatic volatiles. TransAES38, 251-257.

CAPITULO 3

Benedetti, S., Buratti, S., Spinardi, A., Mannifo, Mignani, I., 2008. Electronic nose as a

non-destructive tool to characterise peach culiivaard to monitor their ripening
stage during shelf-life. Postharvest Biol. Techddl. 181-188.

Bicchi, C., Cordero, C., Liberto, E., Sgorbini, Rubiolo, P., 2008. Headspace sampling
of the volatile fraction of vegetable matricesChromatogr. A 1184, 220-233.

Biniecka, M., Caroli, S., 2011. Analytical methoétsr the quantification of volatile

155



Capitulo 3

aromatic compounds. TrAC - Trends Anal. Chem. 3®6+1770.

Brereton, R.G., Lloyd, G.R., 2014. Partial leastasgs discriminant analysis: taking the
magic away. J. Chemom. 28, 213-225.

Brezmes, J., Llobet, E., 2016. Electronic nosesnhanitoring the quality of fruit, in:
Rodriguez Méndez, M.L. (Ed.), Electronic noses amagues in food science.
Elsevier, London, UK, pp. 49-58.

Brezmes, J., Llobet, E., Vilanova, X., Saiz, G.,n€m, X., 2000. Fruit ripeness
monitoring using an electronic nose. Sensors Aotgdd Chem. 69, 223-229.

Causse, M., Saliba Colombani, V., Lesschaeve, ureB M., 2001. Genetic analysis of
organoleptic quality in fresh market tomato. 2. Miag QTLs for sensory
attributes. Theor. Appl. Genet. 102, 273-283.

Davis, A.R., Perkins-Veazie, P., Sakata, Y., LO@e#arza, S., Maroto, J.V., Lee, S.G,,
Huh, Y.C., Sun, Z., Miguel, A., King, S.R., CohdR,, Lee, J.M., 2008. Cucurbit
grafting. CRC. Crit. Rev. Plant Sci. 27, 50-74.

Di Natale, C., Macagnano, A., Martinelli, E., Pade, R., Proietti, E., D’Amico, A., 2001.
The evaluation of quality of post-harvest oranges apples by means of an
electronic nose. Sensors Actuators, B Chem. 78 26—

Douillard, C., Guichard, E., 1990. Characterisatafnsome cultivars and influence of
freezing. J. Sci. food Agric. 50, 517-531.

Du, X., Bai, J., Plotto, A., Baldwin, E., Whitakey,, Rouseff, R., 2010. Electronic nose
for detecting strawberry fruit maturity, in: Prodagys of the Florida State
Horticultural Society 123, pp. 259-263.

Fredes, A., Roselld, S., Beltran, J., Cebolla-Cjarné., Pérez-de-Castro, A., Gisbert, C.,
Picé, M.B., 2017. Fruit quality assessment of waedons grafted onto citron
melon rootstock. J. Sci. Food Agric. 97, 1646-1655.

Fredes, A., Sales, C., Barreda, M., Valcarcel, Ragsello, S., Beltran, J., 2016.
Quantification of prominent volatile compounds ra@sgible for muskmelon and
watermelon aroma by purge-and-trap extraction va#id by gas chromatography-
mass spectrometry determination. Food Chem. 199, &%).

Garcia-Gonzalez, D.L., Aparicio, R., 2002. Sensfoosn biosensors to the electronic nose.
Grasas y Aceites 53, 96-114.

156



Capitulo 3

Gardner, J.W., Bartlett, P.N., 1999. ElectronicesosPrinciples and applications. Meas.
Sci. Technol. 11, 1087.

Gardner, J.W., Persaud, K.C., 2001. Electronic s\asad olfaction 2000. Meas. Sci.
Technol. 12, 2019-2020.

Guarrasi, V., Farina, V., Germana, M.A., San BiadtoL., Mazzaglia, A., 2011. Fruit
quality evaluation of four loquat cultivars growm $icily. Acta Hortic. 887, 299—
304.

Herndndez, A., Wang, J., Hu, G., Garcia Pereira2@08. Monitoring storage shelf life of
tomato using electronic nose technique. J. Food &ng625-631.

Holmberg, M., Artursson, T., 2003. Drift compeneati standards, and calibration
methods, in: Pearce, T.C., Schiffman, S.S., Naglg,., Gardner, J.W. (Eds.),
Handbook of machine olfaction. Wiley-VCH Verlag Grb& Co. KGaA,
Weinheim, Germany, pp. 325-346.

Hubert, M., Vanden Branden, K., 2003. Robust methdor partial least squares
regression. J. Chemom. 17, 537-549.

Jackson, J.E., Mudholkar, G.S., 1979. Control maces for residuals associted with

principal component analysis. Technometrics 21-349.

King, S.R., Davis, A.R., Zhang, X., Croshy, K., P0Genetics, breeding and selection of

rootstocks for Solanaceae and Cucurbitaceae. 8dicH127, 106-111.

Kovats, E., 1958. Gas-chromatographische charal¢ening organischer verbindungen.
Teil 1: retentionsindices aliphatischer halogenigl&phole, aldehyde und ketone.
Helv. Chim. Acta 41, 1915-1932.

Krzanowski, W.J., 2000. Principles of multivariatealysis a user's perspective. Oxford

University Press Inc., New York, USA.

Lebrun, M., Ducamp-Collin, M.-N., Plotto, A., Goocein K.L., Baldwin, E., 2004.

Development of electronic nose measurements forgmaMangifera indica

CAPITULO 3

homogenate and whole fruit, in: Proceedings ofAhaual Meeting of the Florida
State Horticultural Society. pp. 421-425.

Lewinsohn, E., Sitrit, Y., Bar, E., Azulay, Y., MgiA., Zamir, D., Tadmor, Y., 2005.
Carotenoid pigmentation affects the volatile conijpms of tomato and watermelon

fruits, as revealed by comparative genetic analykesgric. Food Chem. 53, 3142—

157



Capitulo 3

3148.

Lin, S., Zhang, X., 2016. A rapid and novel mettod predicting nicotine alkaloids in
tobacco through electronic nose and partial leqis&ies regression analysis. Anal.
Methods 8, 1609-1617.

Liu, B., Ren, J., Zhang, Y., An, J., Chen, M., Cheh, Xu, C., Ren, H., 2015. A new
grafted rootstock against root-knot nematode forcuotber, melon, and

watermelon. Agron. Sustain. Dev. 35, 251-259.

Llobet, E., Hines, E.L., Gardner, J.W., Franco,1999. Non-destructive banana ripeness
determination using a neural network-based eleitronse. Meas. Sci. Technol.
10, 538-548.

Marrazzo, W.N., Heinemann, P.H., Crassweller, RLEhlanc, E., 2005. Electronic nose
chemical sensor feasibility study for the differatibn of apple cultivars. 48, 1995—
2002.

Pino, J.A., Marbot, R., Aguero, J., 2003. Volatlemponents of watermelorCitrullus
lanatus[Thunb.] Matsum. et Nakai) fruit. J. Essent. Od€R15, 379-380.

Rouphael, Y., Schwarz, D., Krumbein, A., Colla, @10. Impact of grafting on product
quality of fruit vegetables. Sci. Hortic. 127, 171Z9.

Simon, J.E., Hetzroni, A., Bordelon, B., Miles, G.Eharles, D.J., 1996. Electronic
sensing of aromatic volatiles for quality sortinfyl@ueberries. J. Food Sci. 61,
967-970.

Sinesio, F., Di Natale, C., Quaglia, G.B., BucardflM., Moneta, E., Macagnano, A.,
Paolesse, R., D’Amico, A., 2000. Use of electramise and trained sensory panel
in the evaluation of tomato quality. J. Sci. Foagtid. 80, 63—71.

Solis-Solis, H.M.M., Calderon-Santoyo, M., Gutiensdartinez, P., Schorr-Galindo, S.,
Ragazzo-Sanchez, J.A.A., 2007. Discrimination afheivarieties of apricot
(Prunus armeniach by electronic nose, LLE and SPME using GC-MS and

multivariate analysis. Sensors Actuators B 125423.

Song, S., Zhang, X., Hayat, K., Jia, C., Xia, Shpdg, F., Xiao, Z., Tian, H., Niu, Y.,
2010. Correlating chemical parameters of controlteddation tallow to gas
chromatography-mass spectrometry profiles and e-responses using partial least

squares regression analysis. Sensors ActuatoreeBC147, 660—668.

158



Capitulo 3

Thies, J.A., Ariss, J.J., Hassel, R.L., Olson,Kausik, C.S., Levi, A., 2010. Grafting for
management of southern root-knot nematodédeloidogyne incognita in
watermelon. Plant Dis. 94, 1195-1199.

Tieman, D., Zhu, G., Resende, M.F.R., Lin, T., NguyC., Bies, D., Rambla, J.L., Ortiz,
K.S., Taylor, M., Zhang, B., Ikeda, H., Liu, Z.sker, J., Zemach, I., Monforte, A.,
Zamir, D., Granell, A., Kirst, M., Huang, S., Klel,, 2017. A chemical genetic
roadmap to improved tomato flavor. Plant Sci. 38,—-394.

Valcércel, M., 2009. Optimizacién del proceso daleacion y seleecion de germoplasma
de tomate por caracteristicas de calidad organcéépiso de la tecnologia NIR y
sensores electronicos. PhD. Thesis. Escola SupdeoiTecnologia i Ciéncies
Experimentals - Departament de Ciencies Agrareasl iMedi Natural, Universitat

Jaume [, Castellon de la Plana, Spain.

Verzera, A., Dima, G., Tripodi, G., Ziino, M., 201East quantitative determination of
aroma volatile constituents in  melon fruits by hs@ate—solid-phase
microextraction and gas chromatography—mass speetrg. Food Anal. Methods
4,141-149.

Vinson, E.L., Woods, F.M., Kemble, J.M., Perkinsa¥e, P., Davis, A., Kessler, J.R.,
2010. Use of external indicators to predict mayuonf mini-watermelon fruit.
HortScience 45, 1034-1037.

Wise, B.M., Gallagher, N.B., Bro, R., Shaver, J.Wijndig, W., Koch, R.S., 2006.
Chemometrics Tutorial for PLS Toolbox and Solo, MABTM, 4th ed,

Eigenvector Research, Inc.

Xisto, A.L.R.P., Vilas Boas, E.V. de B., Nunes, E.¥ilas Boas, B.M., Guerreiro, M.C.,
2012. Volatile profile and physical, chemical, dndchemical changes in fresh cut
watermelon during storage. Ciéncia e Tecnol. Alim88, 173-178.

Yajima, |., Sakakibara, H., Ide, J., Yanai, T., Hslyi, K., 1985. Volatile flavor
components of watermelo€ifrullus vulgarig. Agric. Biol. Chem. 49, 3145-3150.

CAPITULO 3

Yang, S.L., Xie, S.P., Xu, M., Zhang, C., Wu, Nang, J., Zhang, L., Zhang, D.Y., Jiang,
Y., Wu, C.J., 2015. A novel method for rapid disgnation of bulbus oFritillaria
by using electronic nose and electronic tonguerteldyy. Anal. Methods 7, 943—
952.

159



Capitulo 3

Yativ, M., Harary, |., Wolf, S., 2010. Sucrose acuuation in watermelon fruits: genetic

variation and biochemical analysis. J. Plant PHyd®7, 589-596.

Yoo, K.S., Bang, H., Lee, E.J., Crosby, K., PalS., 2012. Variation of carotenoid,
sugar, and ascorbic acid concentrations in watemmejenotypes and genetic

analysis. Hortic. Environ. Biotechnol. 53, 552-560.

Young, H., Rossiter, K., Wang, M., Miller, M., 1998haracterization of Royal Gala apple
aroma using electronic nose technology-potentialurity indicator. J. Agric. Food
Chem. 47, 5173-5177.

Zawirska-Wojtasiak, R., Ginski, M., Szwacka, M., Gajc-Wolska, J., Mildner-Sdlarz,
S., 2009. Aroma evaluation of transgenic, thaumgtproducing cucumber fruits.
J. Food Sci. 74, 204-210.

Zhang, H., Wang, J., Ye, S., 2008. Predictionsandity, soluble solids and firmness of
pear using electronic nose technique. J. Food &hg370-378.

160



CONCLUSIONES
GENERALES

7
L
Z
O
%
-
—
©)
p
O
)







Conclusiones Generales

Abordar la presente tesis ha permitido desarrdiEaramientas para el fenotipado de la
calidad organoléptica de melon y sandia y su apboaa la evaluacion de lineas de mejora

de portainjertos de sandia. En particular, de kmultados obtenidos se extraen las

siguientes conclusiones:

* Se ha desarrollado un método de analisis de corngsueslatiles, optimizado para

meldn y sandia. Este método es sencillo y reprasenstes relativamente

reducidos, permitiendo la cuantificacion de los paestos con mayor exactitud
gue otras técnicas basadas en métodos complegaogds (adicciones estandar o
calibracion de matriz). Entre las ventajas del mi@tmmbién destaca la posibilidad

de extraer varias muestras al mismo tiempo, ahdeotiempo de analisis,

posibilidad de almacenar parte del extracto de lestmta para poder realizar

andlisis retrospectivos para la identificacion aenpuestos desconocidos o su

comparacion en otros equipos mas potentes.

Respecto a la extraccion purga y trampa dondeilsgatdgn dos fases
adsorbentes (TENAX y ENVI-Carb) concluimos que EMSArb

presento resultados comparables con TENAX, perdadrde coste. El
analisis mediante superficies de respuesta mubivia permitié fijar
las condiciones éptimas de extraccion: masa de tnau@8 g, tiempo de

extraccion 49 min y flujo de gas portador 1.6 L.¥in

Con el método desarrollado se logré6 comprobar é&sencia de los
principales compuestos del aroma de melon y sahoaando
cuantificar hasta 47 volatiles en las muestras dB®mclimatérico del
tipo CharentaisLos datos obtenidos estan de acuerdo con la lirerat
actual. Las muestras de sandia presentaron mayoruécion de los
compuestos Geranylacetona, (Z)-3-nonen-1-@kionona, (E)-2-
heptenal y (E,Z)-2,6-nonadien-1-ol en comparaciimlas muestras de
melon. Ademas el perfil de volatiles del meldn tipbarentais resultd
el mas complejo ya que presentd una mayor divafrsidancentracion

de compuestos en comparacion con los demas.
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Conclusiones Generales

* El método desarrollado se ha aplicado a la evalnade lineas de mejora de
portainjertos de sandia, identificando los efeatles patrén sobre la calidad

organoléptica del fruto.

* El efecto de las lineas evaluadas sobre el paxfdaiicares y acidos de
la sandia es limitado. En el caso de la linea mésreasante, de
citroides aumentan ligeramente los contenidos de glucoseigo

malico.

 La linea empleada como portainjertos si que puedertun efecto
mayor sobre el perfil volatil de la sandia. La #irtecitroidesevaluada,
presenta el perfil mas similar al control sin itgero autoinjertado. En
particular, no presenta los niveles aumentados-@a@nen-1-ol de los
materiales mas habituales @emaximax C. moschatague proporciona

notas a calabaza.

* El bajo impacto del portainjerto mel@itroides sobre la calidad de los
frutos, asi como la resistencia contra nematodesern de este
portainjerto ua alternativa prometedora para los cultivo€deurbita

* Se ha optimizado un protocolo de analisis del peofatil de sandia mediante nariz
electrénica y se ha aplicado a la evaluacién d=afirde mejora de portainjertos de

sandia

e La utilizacibn de métodos de clasificacion empleands huellas
electronicas de la nariz no permite generalizatdaificacion de frutos
de la misma combinacion portainjerto-variedad. Hlleede deberse
bien a la similitud de los materiales, bien a efganicro-ambientales
importantes. En este caso, efectos micro-ambientple pueden estar
relacionados con diferencias climaticas menoreslaerparcela de
cultivo, efectos del desarrollo del injerto o déecias en el estado de
maduracion debido a la dificultad del muestreo sta especie, hace

que determinadas muestras presenten un perfillvoddticular.
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Conclusiones Generales

En cualquier caso, un andlisis tipo PLS-DA o PCAmte determinar
claramente las similitudes o diferencias en el ilpedlatil de las

muestras evaluadas, mostrando una clara cohereogidos mismos
perfiles obtenidos por cromatografia de gases.e&sposible obtener
mapas de perfiles volatiles mediante nariz eleatedmmue permiten
seleccionar los materiales que manifiesten una ligichi en la

acumulacion de compuestos volatiles o que se aserguun objetivo

ideal.

A pesar de tratarse de un método de analisis paraeon, el uso de
modelos iPLS con las huellas electronicas del lpgefivolatiles permite
seleccionar materiales que presenten mayor o manonulacion de
compuestos concretos. En este caso tiene interésopler identificar

las muestras con menor acumulacién de Z-6-nondn-1-o

La utilizacion de nariz electronica en la evaluadaitel perfil volatil de
sandia, permitird prescindir de métodos mas caresbye todo mas
lentos de analisis como la cromatografia de gameda evaluacion
preliminar de grandes cantidades de materiales.sdnacion habitual
en los programas de mejora. De esta forma se poalphoar las
herramientas més precisas a un menor numero deriaedepre-

seleccionados.

CONCLUSIONES
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