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. RESUMEN
El chile morrén (Capsicum annuum) es una hortaliza de fruto perteneciente a la
familia Solanaceae que cuenta con una gran demanda en paises desarrollados
debido a su uso gourmet y contenido calorico bajo. México exporta este producto
principalmente a Estados Unidos y Canada, y debe aplicarse refrigeracion. La
exportacion a regiones mas lejanas (e.g., paises orientales) requiere del transporte a
temperaturas mas bajas pero el chile morrén es susceptible al dafio por frio (DF),
desorden fisioldgico que afecta el desarrollo del fruto alterando su calidad sensorial y
nutrimental. Por este motivo, diferentes grupos de investigacion han desarrollado pre-
tratamientos que disminuyan el impacto del DF y una de las mas exitosas es la
inmersion en agua caliente (tratamiento hidrotérmico, TH). EI TH ha demostrado
aumentar la actividad y acumulacion de diferentes enzimas responsables de la
sintesis de compuestos fendlicos, estos compuestos se han asociado con la
induccién de la tolerancia al DF en diversos modelos pertenecientes a la familia
Solanaceae (e.g., tomate, berenjena y tabaco). Sin embargo, aun se desconoce qué
compuestos especificos de chile morron se asocian con la induccion de tolerancia al
DF por la aplicacion del TH. Es por ello que en el presente trabajo se plante6 evaluar
el efecto de diferentes tiempos de inmersion a 53 °C (1, 2 y 3 min) sobre la presencia
de sintomas de dafo por frio, parametros de calidad e indices fisiolégicos en chile
morron con el fin de seleccionar el tiempo de TH que induzca la mayor tolerancia al
DF. Posteriormente, se analizé mediante UPLC-DAD-MS la composicién de fendlicos
de los frutos sometidos al TH seleccionado para establecer la asociacién entre
compuestos fendlicos especificos y la induccidn de tolerancia al dafo por frio. EI TH

seleccionado fueron 53 °C/ 1 min, los frutos sometidos a este tratamiento

1



presentaron menos sintomas de DF, mayor contenido de vitamina C, y menor
lixiviacion de electrolitos. En el analisis de fendlicos de los frutos TH (53 °C/ 1 min), el
TH y el DF afectaron claramente la composicion de fendlicos, siendo los frutos con
TH los que presentaron un mayor contenido. En los frutos con tolerancia al DF se
presentd un aumento en el contenido de 7 compuestos siendo quercetin-O-ramnasil
O-hexésido, luteolin-C-(malonil) hexdsido C-pentosido y acido clorogénico los que se
acumularon en mayor medida. El compuesto quercetin-3-O-ramndsido Unicamente
se acumuldé a consecuencia del TH en los frutos con tolerancia inducida al DF,
ademas se encontré que el compuesto orientina es altamente sensible a estimulos
como TH y DF. Estos resultados demuestran que el TH es una tecnologia util para
inducir tolerancia al dafio por frio en chile morréon; fendmeno que puede deberse al
contenido de fendlicos especificos, los que al presentar una alta actividad

antioxidante pueden estar involucrados en disminuir el impacto del estrés oxidativo.



ABSTRACT

Bell pepper (Capsicum annuum) is a vegetable that belongs to the Solanaceae
family, and by its gourmet applications and low caloric content is highly demanded in
developed countries. Mexico exports this product mainly to the United States and
Canada, being refrigeration essential to this process. Export to more distant countries
(e.g., oriental) requires transport at lower temperatures; however, bell pepper is
susceptible to chilling injury (Cl), which is a physiological disorder that affects the
development of fruit by altering its sensory and nutritional quality. Thus, different
researchers have developed pre-treatments that reduce the impact of Cl and the
immersion in hot water (hydrothermal treatment, HT) is one of the most successful.
HT has proven to increase the activity and accumulation of different enzymes
responsible for the synthesis of phenolic compounds that has been associated with
the induction of chilling tolerance in various plant models, including of the Solanaceae
family (tomato, eggplant and tobacco). However, it is still unknown which specific bell
pepper compounds are associated with the induction of CI tolerance by the
application of HT. Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of
different immersion times at 53 °C (1, 2 and 3 min) on the presence of symptoms of
Cl, quality parameters and physiological indices in bell pepper in order to select the
HT time that induces the greatest tolerance towards Cl. Thereafter, the phenolic
composition of the fruit treated to the HT selected conditions was analyzed by UPLC-
DAD-MS to establish the association between specific phenolic compounds and the
induction of chilling tolerance. The selected HT was 53 °C / 1 min, the fruit subjected
to this treatment showed a lower Cl symptom development, higher vitamin C content,

and lower electrolyte leakage. In the phenolic analysis of treated fruit (63 °C / 1 min),
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the HT and the CI clearly affected the composition of phenolic compounds, and the
HT fruit showed the higher content. In the fruit with Cl induced tolerance, 7
compounds were in high concentration and mainly quercetin-O-rhamnosyl O-
hexoside, lutein-C-(malonyl) hexoside C-pentoside, and chlorogenic acid. Quercetin-
3-O-rhamnoside accumulated only in fruit with CI tolerance, and it was found that
orientin was highly sensitive to HT and Cl. These results showed HT is a useful
technology to induce CI tolerance in bell pepper; phenomenon that could be
associated to the content of specific phenolics, characterized by their high antioxidant

activity, that are involved in reducing the impact of oxidative stress.



IIl. INTRODUCCION

El Chile morrén es uno de los frutos que genera mas beneficios econémicos a
México. Segun datos reportados por la FAOSTAT, en el 2013 el chile en fresco fue el
segundo producto que generd mas ganancias al ser exportado con aproximadamente

867 millones de délares (FAOSTAT 2017).

La comercializacion y distribucion exitosa del chile morron requiere de
almacenamiento a temperaturas bajas, lo que incrementa la vida de anaquel, debido
parcialmente a la disminucion en la velocidad de respiracion y actividad microbiana
(Kader 2007). Sin embargo el chile morrén, al igual que muchos frutos, es sensible a
un fenémeno fisiolégico denominado dafo por frio (DF); el cual reduce drasticamente
la calidad sensorial del fruto generando lesiones superficiales, apariencia acuosa del
pericarpio y susceptibilidad al ataque de hongos, entre otros sintomas (Artés y Artés-

Hernandez 1992).

Se han empleado diferentes tratamientos para disminuir el impacto negativo del
DF en frutos. Especificamente, el tratamiento hidrotérmico (TH) en chile morrén ha
probado su eficacia para disminuir la incidencia de sintomas de DF (Sevillano y col

2009).

Diversos estudios han encontrado una relacion entre el metabolismo de
compuestos fendlicos y la inhibicion del desarrollo del DF, observado a través de un
aumento en la transcripcion y actividad de la fenilalanina amonio liasa (FAL), enzima
clave en la biosintesis de compuestos fendlicos (Kuzukue y col 1979; Sanchez-
Ballesta col 2000; Jiangtao y col 2018). Sin embargo, la asociacién de la tolerancia al

DF de chile morrén con la acumulaciéon de compuestos fendlicos especificos debe



establecerse. Por ello, resulta interesante realizar un estudio para indagar los
cambios en el perfil de compuestos fendlicos en frutos de chile morrén con tolerancia
inducida al DF, lo que contribuiria a entender la participacion de estos compuestos

especificos en la inhibicion del DF en chile morrén.



ll. REVISION DE LA LITERATURA

A. Chile morrén

1. Taxonomia

El chile morrén o pimiento morron (Capsicum annuum) es considerado una
hortaliza de fruto perteneciente al género Capsicum, agrupado en la familia
Solanaceae que engloba varios cultivos de gran importancia econémica como

tomate, berenjena, papa y tabaco (Kader 2007).

Los frutos del género Capsicum presentan gran diversidad de formas, tamafos,
colores y sabores; lo que complica su clasificacion aunque de manera general se
divide en 3 grupos complejos (Capsicum annuum, Capsicum baccatum y Capsicum
pubescens). El grupo Capsicum annuum se caracteriza por poseer flores de color

blanco e incluye a C. frutescens, C. chinense y C. annuum (Wahyuni y col 2012).

Capsicum frutescens es cultivado principalmente en el Caribe y Sudaméricay C.
chinense en la India; mientras que C. annuum es la principal especie del género y es
cultivada en México y Centroamérica. Las variedades mas conocidas de Capsicum
annuum son los chiles jalapefio, poblano, guajillo, serrano, de arbol, y morrén

(Wahyuni y col 2011).

Entre las variedades de Capsicum annuum, el chile morrén ha llamado la atencion
de los mercados internacionales debido a que a diferencia de otras especies del
género Capsicum no presenta picor, inclusive pudiendo llegar a ser dulce; ademas
puede encontrarse en diferentes colores como rojo, anaranjado, amarillo y purpura,

sirviendo como decoracion en platillos gourmet; asimismo, posee un alto contenido



de vitamina C que supera por mas del doble al de los citricos (FAO 1995; Wahyuni y

col 2012).

2. Composicion quimica
El chile morrén presenta un porcentaje bajo de solidos totales (10.6 %), que
incluyen hidratos de carbono (7 %), proteinas (1.1 %) y lipidos (0.3 %). El resto de
los soélidos corresponde a minerales, vitaminas y otros metabolitos secundarios que
se encuentran en cantidades muy pequeias pero que contribuyen de manera
importante a su aroma y sabor, asi como al sistema de defensa del fruto (Cuadro 1)

(FAO 2003).

El género Capsicum se caracteriza por sintetizar capsaicinoides, que imparten el
picor caracteristico de los chiles. Los capsaicinoides son el producto de la
condensaciéon de vainillil amina proveniente del metabolismo fenilpronanoide y una
cadena hidrocarbonada ramificada derivada de isoleucina, reacciéon catalizada por
una aciltransferasa que esta ausente en chile morron debido a una mutacion en el

promotor del gen (Wahyuni y col 2012).

El chile morrén es una fuente rica en carotenoides, pigmentos responsables de la
gran variedad de colores que presenta. Los pimientos en madurez fisioldgica
contienen clorofila, luteina, violaxantina y neoxantina dando un color verde, y
conforme avanza la madurez la clorofila se degrada y otros pigmentos son
sintetizados. En pimiento rojo se acumula capsantina y capsorubina, en el amarillo

luteina, y en el naranja B-criptoxantina y anteraxantina (Wahyuni y col 2011).



Cuadro 1. Contenido nutrimental del chile morrén.

Componente

Contenido en 100 g
de porcién comestible

Energia (kcal)
Proteinas (g)

Lipidos totales (g)
Hidratos de carbono (g)
Fibra

Agua

Calcio (mg)

Hierro (mg)

Yodo (mg)

Magnesio (mg)

Zinc (mg)

Sodio (mg)

Potasio (mg)

Fosforo (mg)

Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Equivalentes niacina (mg)
Vitamina B6 (mg)
Folatos (ug)

Vitamina B12 (ug)
Vitamina C (mg)
Vitamina A: Eqg. Retinol (ug)
Vitamina D (ug)
Vitamina E (mg)

25
1.1
0.3

7
2.1
89.4
9
0.3
1
14
0.2
70
180
26

0.01

0.03
1.1

0.31

11

128
630

0.9

Fuente: FAO 2003



Con respecto al contenido de compuestos fendlicos, diversos cultivares de chile
morron presentan principalmente derivados del acido cinamico, flavonas, flavonoles y
chalconas, siendo los compuestos predominantes: Quercetin 3-O-ramndsido, luteolin
O-(apiosilmalonil) glucésido y sinapoil hexdsido (Cuadro 2). De manera general,
pudiera considerarse que la contribucion de los compuestos fendlicos a las
caracteristicas sensoriales de chile morrén es menor; sin embargo, esta comprobado
que forman parte del sistema de defensa del fruto contra el estrés bidtico (ataque de
microorganismos) y abidtico (e.g., estrés hidrico, salino, temperaturas extremas, luz

UV) y por lo tanto es importante su produccién (Jeong y col 2011).

3. Importancia econémica
La produccién de chile en 2013 fue de mas de 27 millones de toneladas. China es
el principal productor con mas de 16 millones de toneladas (59.48%), seguido de
México (10.08%) y Turquia (7.85%) (Cuadro 3). Al respecto, es importante destacar
que México es el principal exportador de chile en fresco con una ganancia en 2013
de mas de 867 millones de ddélares (FAOSTAT 2017), siendo los principales destinos

de exportacién: Estados Unidos, Alemania, Reino Unido, Francia y Canada.

En México los principales estados productores de chile fresco en 2015 fueron
Chihuahua, Sinaloa y San Luis Potosi (Cuadro 4), con una produccion de 816 mil,

601 mil y 245 mil toneladas, respectivamente (SAGARPA 2017).

La producciéon y comercializacion de chile fresco en México, en especial en el
estado de Sinaloa, es de gran importancia econdémica y una fuente de divisas y

empleos importante; sin embargo, la solucion a los inconvenientes que se presentan

10



Cuadro 2. Compuestos fendlicos identificados en diferentes cultivares de chile morron.

Cultivar Numero de Tipos de fenolicos Compuestos Referencia
compuestos encontrados mayoritarios
identificados
Vergasa 28 e Fenilpropanoides e Quercetin 3-O- Marin y col
(5) ramnosido 2004
e Flavonas (21) e Luteolin 7-O-(2
e Flavonoles (2) apiosil-6-malonil)
glucésido
Cupra 11 e Fenilpropanoides e Sinapoil hexésido Jeong y col
(2) 2011
e Flavonas (8)
e Flavonoles (1)
Orange 13 e Fenilpropanoides e Luteolin O- Jeong y col
glory (3) (apiosilmalonil) 2011
e Flavonas (9) glucdsido
e Flavonoles (1)
ST4712 13 e Flavonas (9) e Quercetin-3-O- Jeong y col
e Flavonoles (4) ramnoésido 2011
Italian 31 e Fenilpropanoides e Quercetin 3,7-di-O-a- Morales-
sweet (7) L -ramnopirandsido Soto y col
e Flavonas (10) 2013
e Flavonoles (10)
e Chalconas (4)
Lamuyo 28 e Fenilpropanoides e Rutin pentdsido Morales-
(9) e Quercetin 3,7-di-O-a- Soto y col
e Flavonas (9) L-ramnopirandsido 2013
e Flavonoles(9) e Quercetin 3-O-a- L —
e Chalconas (4) ramnoésido
California 28 e Fenilpropanoides e Rutin pentdsido Morales-
wonder (7) e Quercetin 3,7-di-O-a-  Soto y col
e Flavonas (9) L ramnopiranésido 2013

e Flavonoles (8)
e Chalconas (3)
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Cuadro 3. Principales paises productores de chile en el

afno 2013
Pais Produccién (toneladas)
China 16,100,000
México 2,732,635
Turquia 2,127,944
Indonesia 1,875,095
Espana 1,130,340
E.UA. 914,490
Nigeria 739,599
Egipto 601,289
Algeria 532,681
Tunisia 375,000

Fuente: SAGARPA 2017



Cuadro 4. Estados de México que fueron los principales
productores de chile en el aino 2015.

~ Estado = Produccién (toneladas)
Chihuahua 816,234.94
Sinaloa 601,736.04
Zacatecas 245,763.40
San Luis Potosi 221,914.38
Sonora 130,269.63
Michoacan 119,215.83
Jalisco 117,601.84
Guanajuato 102,272.69
Tamaulipas 64,054.15
Baja California Sur 53,902.15

Fuente: SAGARPA 2017
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en las etapas de produccion y comercializacion podria aumentar aun mas las

ganancias producidas (Hernandez-Fuentes y col 2010).

4. Manejo poscosecha
La cosecha del pimiento morrén se basa principalmente en el desarrollo del fruto y
las condiciones del mercado. Todo pimiento cosechado debera tener paredes
gruesas que indican un desarrollo 6ptimo, textura firme que garantice dafios minimos
por manipulacion y una coloracion verde obscuro brillante (Fernandez-Lozano y col

1996).

El chile morrén es recolectado del campo en las primeras horas de la mafana,
permitiendo que su temperatura sea baja para minimizar gastos en el preenfriado. El
chile se retira de la planta con tijeras afiladas, cuidando que el pedunculo y el céliz se
encuentren adheridos al mismo, esto evita que sufra podredumbres por el ataque de
hongos. Los frutos son recolectados en cajas de campo llamadas “Bins” y
transportados hacia la agricola protegidos del sol y cuidando que no sufran ningun

dafio mecanico (Kader 2007).

En la agricola, los frutos son desinfectados mediante lavados por inmersion en
agua con hipoclorito de sodio (80-100 ppm) y utilizando rociadores. Al terminar el
lavado, los frutos son secados con ventiladores o con rodillos de espuma e
inmediatamente son encerados para evitar la pérdida excesiva de agua y mejorar su
apariencia. Posteriormente los frutos son clasificados segun su tamafo y son
introducidos en cajas recubiertas de cera, esto con el objetivo de que la caja no se
debilite durante el almacenamiento a humedades relativas altas, ademas el carton

debera tener buena ventilacion para un eficiente pre-enfriado (Kader 2007).
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El proceso de pre-enfriado de chile morron se lleva a cabo con ayuda de aire
forzado que es muy eficiente; sin embargo, los tiempos de residencia en la camara
de pre-enfriado deben cuidarse ya que este fruto es especialmente susceptible a la
deshidratacion. El pre-enfriamiento concluye cuando se llega a una temperatura
aproximada de 10 °C, y se procede al almacenamiento en refrigeracion con

temperaturas que van de 8 a 12 °C (Fernandez-Lozano y col 1996).

Una vez empacados y enfriados, los frutos se encuentran listos para ser
transportados a su destino en camiones frigorificos, aunque en algunas ocasiones
los frutos permanecen mas tiempo en la agricola a espera de condiciones
econdmicas mas favorables. El transporte del producto debe realizarse teniendo un
especial cuidado en la humedad relativa de la camara asi como en la temperatura de

almacenamiento (Kader 2007).

a. Almacenamiento a temperaturas bajas

La refrigeracion es una tecnologia creada en el siglo pasado que revolucioné el
mercado de frutas y hortalizas al expandir las rutas de comercializacion, esto debido
a que el almacenamiento a temperaturas bajas puede contribuir a aumentar la vida
de anaquel, minimizar la pérdida de agua y reducir el crecimiento de

microorganismos que ocasionan podredumbres (Artés y Artés-Hernandez 1992).

En general se recomienda almacenar el chile morrén a una humedad relativa de

entre 90 y 95% y a temperaturas de entre 7 y 10 °C, estas condiciones contribuyen a
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que el fruto se conserve durante 2 6 3 semanas (Kader 2007). El fruto expuesto a
una humedad relativa menor pierde agua, lo que se traduce en flacidez y
agrietamiento; cuando la pérdida alcanza un 7%, el deterioro es tal que la
comercializacion es casi imposible. Con respecto a la temperatura de
almacenamiento, si se almacena el fruto a una temperatura inferior a la temperatura
critica del fruto, este experimentara un fendmeno fisiolégico denominado dafo por
frio (DF), el cual reduce de manera importante las cualidades sensoriales y

nutrimentales del mismo (llic y col 2012).

B. Dano por frio

El dafo por frio (DF) es un desorden fisiolégico que se presenta en frutos al
someterse a temperaturas entre la de congelacion y la critica. Este fendmeno
fisiologico representa un gran problema para los comercializadores de fruta alrededor
del mundo debido a que limita el almacenamiento en frio, y por lo tanto, los destinos

de comercializacion (Kader 2007).

Cada fruto cuenta con una temperatura critica, por debajo de la cual el DF se
desencadena. Por tal motivo, la temperatura seleccionada para el almacenamiento
en refrigeracién es 1 6 2 °C superior a la temperatura critica para evitar cualquier
riesgo durante la cadena de frio. El pimiento morrén es un fruto moderadamente

sensible al DF, su temperatura critica es de 7 °C (Artés y Artés-Hernandez 1992).

Los sintomas de DF son resultado de la disfuncion metabdlica en el fruto, en
primera instancia éste no manifiesta los sintomas, ya que se encuentra en un periodo

de latencia, en el que mantiene un equilibrio, si la exposicion a temperatura baja se
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prolonga y posteriormente se coloca a temperatura ambiente, se comienzan a
apreciar diversos sintomas, mientras menores sean las temperaturas y mayores
sean los tiempos de exposicidon, mayor sera la incidencia en el desarrollo de los
sintomas de DF (Saucedo-Veloz y Torres 1977). Los sintomas caracteristicos del DF
en pimiento morrén son picaduras, lesiones superficiales hundidas, cambio de color

del caliz, oscurecimiento de la semilla y pudriciones (Artés y Artés-Hernandez 1992).
1. Desarrollo del daino por frio

Se cree que el evento que desencadena el DF es el cambio de fase de la
membrana plasmatica (Figura 1) (Lyons 1973). Al disminuir la temperatura, los
lipidos de membrana pasan de un estado liquido cristalino flexible a una estructura
gelatinosa sélida; este cambio provoca que las proteinas asociadas a la membrana
cambien de conformacién, con lo cual disminuye su funcionalidad, ademas se
produce un desbalance de iones en la célula y cesa el movimiento del protoplasto,
estos eventos ocasionan un desacoplamiento de diversos procesos metabdlicos y la

acumulacién de sustancias toxicas (Wang 2010; Aghdam 2013).

Cuando la exposicion a temperaturas bajas es corta y se regresa a una temperatura
normal de maduracién, la membrana vuelve a su estado liquido-cristalino que es
completamente funcional y se da un desarrollo normal; pero en caso de una
exposicion prolongada, el equilibrio redox del fruto se ve comprometido y por lo tanto

también su vida de anaquel (Nelson y Cox 2005).
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Figura 1. Esquema general del desarrollo del dafo por frio.
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a. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es resultado del desbalance entre la producciéon y eliminacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO). La eliminacién de las ERO es mediada por
enzimas y compuestos antioxidantes de los sistemas de defensa de la célula
(Pedraza-Chaverri y Cardenas-Rodriguez 2006.). El término ERO incluye a todas
aquellas sustancias que contengan uno o mas atomos de oxigeno altamente

reactivos, y no necesariamente son radicales (Demidchik 2014).

La sobreproduccion de ERO se da debido a que las proteinas de membrana
entran en un estado de disfuncién, a nivel de mitocondria se puede observar que el
desacoplamiento de la respiracidon ocasiona que los electrones de la cadena
transportadora sean transferidos de manera ineficiente al oxigeno produciendo el
radical superoxido, el cual puede generar diversos radicales (Nelson y Cox 2005).
Posteriormente, el radical superéxido es transformado inmediatamente a perdxido de
hidrogeno por la enzima superdxido dismutasa, el cual debe ser eliminado
rapidamente por el sistema de defensa mediante la accion de agentes reductores. En
caso de no ser asi, el peroxido de hidrogeno puede ser transformado (en presencia
de un metal de transicion como hierro o cobre) por la reaccién de Fenton o la
reaccion Haber-Weiss al radical hidroxilo, uno de los radicales mas dafinos que se

conocen (Hodges y col 2004).

El estrés oxidativo modifica las caracteristicas de calidad de los frutos al inhibir el
desarrollo del fruto, e inducir el oscurecimiento del tejido, la degradacion de
pigmentos y el ablandamiento. En general, el estrés oxidativo favorece los procesos

catabodlicos y la senescencia llega de forma anticipada, reduciendo la vida de
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anaquel de los frutos (Demidchik 2014). El origen de todos los sintomas
anteriormente mencionados reside en la accion de las ERO sobre los componentes
celulares del fruto. Los acidos nucleicos son blanco del radical hidroxilo que oxida las
bases nitrogenadas, favorece la fragmentacion del ADN y compromete la eficiencia
de la transcripcidn y traduccion. Los radicales libres pueden danar incluso los
enlaces covalentes de las proteinas, perdiendo su conformacion nativa y por lo tanto
su funcién. Las enzimas pierden su especificidad y poder catalitico; mientras que las
proteinas fibrosas pierden fuerza y se debilitan las estructuras en las que se

encuentran (Hodges y col 2004).

Las ERO inducen la peroxidacion de los lipidos de membrana, los dobles enlaces
de los acidos grasos son oxidados y el indice de saturacidon aumenta, con lo cual se
disminuye la fluidez de la membrana y aumenta la probabilidad de que se presenten

fracturas, que ocasionen descompartamentalizacion en la célula (Demidchik 2014).

Un estudio realizado con microscopia electronica de transmision de chile morréon
con DF (almacenamiento por 21 dias a 1 °C mas 3 dias a 20 °C) mostr6 dafio a nivel
de plastidos y membrana plasmatica en la células epidérmicas y del colénquima.
Ademas se pudo apreciar que en el tejido dafiado disminuyé de manera importante el
numero de peroxisomas, posiblemente debido a la degradacion de su membrana. La
evidencia demuestra que el poder de la célula para combatir radicales (e.g., radical
hidroxilo) se ve altamente comprometido en los frutos dafados por frio (Sanchez-Bel

y col 2012).
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2. Sistema de reconocimiento al estrés

Bajo condiciones normales de desarrollo, el fruto cuenta con una concentraciéon
de ERO normal y que sirve de referencia para que los sensores celulares detecten el
aumento de las ERO, debido a la exposicion a condiciones de estrés bidtico o

abidtico, y activen el sistema de defensa antioxidante (Demidchik 2014).

Uno de los principales sensores encargados de valorar el estrés es la NADPH
oxidasa (Figura 2). Esta enzima membranal cataliza la conversion de oxigeno
molecular a radical superdxido e incrementa la produccion de radicales (etapa 1), de
forma que sobrepasa la produccion normal; la células responden mediante el
incremento en la transcripcion de proteinas del sistema de defensa que incluyen
proteinas de choque térmico y enzimas antioxidantes (etapa 2), proceso que
contribuye a eliminar el exceso de radicales libres y restablece el equilibro redox

(Toivonen 2004).

La funcidon de sensar el estrés oxidativo de la NADPH oxidasa se asocia a un
superdominio dependiente de calcio; la NADPH oxidasa funciona a la mitad de su
velocidad maxima a una concentracion de 1 yM de Ca*?, este dato resulta
interesante debido a que bajo condiciones de estrés la concentracion de calcio
citosélico puede llegar hasta 3 yM (Demidchik 2014). Por lo tanto, la NADPH oxidasa
es considerada uno de los principales detectores de estrés y ayuda en gran manera
a activar a tiempo el sistema de defensa del fruto para alcanzar un estado fisiolégico

que corresponde al de resistencia maxima (Azcon-Bieto y Talon 2008).
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Se ha encontrado que la aplicacion de diversas tecnologias puede inducir el estado
de resistencia maxima en el fruto, lo que activa su sistema de defensa y le permite
responder de mejor manera a la exposiciéon a un agente estresante (Sevillano y col

2009).

3. Tecnologias para inducir tolerancia al dafo por frio

Tecnologias poscosecha han sido ampliamente usadas en el manejo de frutos y
hortalizas para mejorar el control de patdgenos, retrasar la madurez y reducir la
aparicion de desordenes fisioldgicos como el DF. Entre las metodologias que se han
aplicado con éxito en frutos para conservar su calidad e inducir resistencia al dano
por frio destacan: el uso de fitohormonas, enfriamiento gradual y el tratamiento
hidrotérmico (Ahmad y Prasad 2012).

a. Fitohormonas

Las fitohormonas son moléculas que en bajas concentraciones generan una serie
de cambios fisidlogicos y/o estructurales en el tejido vegetal al que son expuestas. El
uso de fitohormonas surgié como una necesidad de usar compuestos amigables con
el ambiente para solucionar problemas poscosecha. Entre las fitohormonas mas
usadas para tratar el dafno por frio se encuentran los jasmonatos y salicilatos. Estas
moléculas inducen resistencia al DF en frutos a través de diversos mecanismos. Uno
de los mecanismos de proteccion al DF inducidos por fitohormonas es mediante la
activacion del sistema antioxidante enzimatico y quimico, lo que favorece que las
membranas mantengan su integridad (Soleimani-Aghdama y Bodbodak 2013). Los
tratamientos con fitohormonas incrementan la actividad de la enzima fenilalanina

amonio liasa (FAL) que cataliza un paso clave hacia la sintesis de fendlicos, este
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aumento en la actividad ha sido correlacionado con una disminucion en la lixiviacion
de electrolitos y peroxidacién de lipidos (Aghdam y col 2013).

b. Enfriamiento gradual

La aplicaciéon de enfriamiento gradual induce tolerancia al DF. La estrategia
implica la disminucion progresiva de la temperatura de almacenamiento hasta llegar
a la temperatura definitiva; se sugiere que la disminucion gradual de la temperatura
del fruto permite que se aclimate y que active su sistema de defensa contra el estrés
(Lurie y Sabehat 1997). Al igual que el tratamiento con fitohormonas, el enfriamiento
gradual activa a la enzima FAL (Bojérquez-Galvez y col 2010).

c. Tratamiento hidrotérmico

El tratamiento hidrotérmico (TH) es considerado una de las mejores estrategias
poscosecha debido a que la aplicacion es relativamente sencilla, inhibe el desarrollo
de microorganismos como Botritis cinerea y Alternaria alternata al generar cambios
estructurales en la cera cuticular de los frutos y eliminar esporas incrustadas en las
primeras capas de células de la superficie. Ademas se ha observado que el TH
inhibe desoérdenes fisioldégicos como el DF (Fallik y col 1999). ElI TH se aplica antes
del almacenamiento a temperaturas bajas, mediante la inmersion de los frutos
durante 1 a 15 min en agua con temperaturas que oscilan entre 43 y 53 °C (Fallik
2004).

El TH ha resultado altamente efectivo para inducir tolerancia al DF en chile
morrén verde, se ha encontrado que la inmersion en agua a temperaturas de 53-55
°C contribuye a disminuir en mas de un 50% los sintomas de DF (Gonzéalez-Aguilar y
col 2000; llic y col 2012). El TH conduce a cambios fisiolégicos en los frutos tales

como retraso en la maduracion, menor cambio de coloracion y retencion de la
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firmeza debido a una disminucion en la produccion de etileno. Ademas, se ha
encontrado que este tratamiento incrementa la expresion de proteinas de choque
térmico encargadas de plegar y brindar estabilidad a otras proteinas durante
condiciones de estrés (Sevillano y col 2009).

Investigaciones realizadas en diversos frutos sefalan que la inmersion en agua
caliente produce cambios notables en los metabolismos primario y secundario
(Cuadro 5), observandose cambios significativos en cantidad y tipo de metabolitos
(e.g., azucares, poliaminas y compuestos fendlicos). De manera general, el TH se ha
aplicado con éxito para prevenir el DF. EI TH en diversos frutos modelo modifica el
metabolismo de diversos compuestos; sin embargo, en chile morron aun se
desconoce cuales compuestos y que caracteristica asociada a ellos podria estar

inhibiendo el desarrollo del DF (Luengwilai y col 2012; Yun y col 2013).

C. Metabolitos asociados con el dano por frio
1. Poliaminas

Las poliaminas son un grupo de metabolitos nitrogenados de bajo peso molecular
presentes en todo el reino vegetal. Estos compuestos afectan la actividad celular, y
como consecuencia estan involucrados en una amplia gama de procesos fisiolégicos
que van desde el crecimiento, desarrollo vegetal y senescencia, hasta la proteccion
contra estrés bidtico (e.g. ataque de insectos o microorganismos) y abidtico (e.g.,
dafio por frio, estrés salino, estrés hidrico) (Luna-Esquivel y col 2014).

La evidencia existente sugiere la participacion de las poliaminas en numerosos
procesos metabdlicos de la planta; por ejemplo, se ha encontrado que juegan un

papel importante en la modulacion de la defensa de las plantas a diversos estreses,
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Cuadro 5. Metabolitos acumulados a consecuencia de la aplicacion de un tratamiento
hidrotérmico (TH) en diversos frutos.

Fruto Condiciones del TH Compuestos Referencia

Chile morrén

Limon

Ciruela

Tomate

Naranja

45 °C, 15 min
53 °C, 4 min

53°C, 2 min

45 °C, 35min
50 °C, 30min

40 °C, 7 min

52 °C, 2 min

Gonzalez-Aguilar y col
Putrescina

2000
Espermidina

Espermina

Escoparona Nafussiy col 2001

Escopoletina

Putrescina Bu-Kpawoh y col 2002
Espermidina

Espermina

Ramnosa Luengwilai y col 2012
Putrescina

Myo-inositol

Alanina

Fructosa-6-fosfato

Glucosa Yuny col 2013
Galactosa
Quercetina

Acido clorogénico
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incluyendo el estrés por frio. Diferentes frutas y hortalizas (e.g., chile morrén, tomate,
pepino y espinaca) aumentan su concentracién de poliaminas (e.g., espermidina,
espermina) cuando son almacenadas a temperaturas bajas, evidenciando la
participacion de las poliaminas en la proteccion contra el estrés por frio (Abdel-Kader
y col 2011). Las poliaminas han sido reportadas como antioxidantes eficientes para
muchos sistemas experimentales, que ejercen efecto a través de la proteccion de
componentes celulares como membranas y acidos nucleicos. Por su estructura
quimica, las poliaminas estdn cargadas positivamente a pH fisiolégico y pueden
unirse y formar complejos con moléculas anidnicas (e.g., proteinas, fosfolipidos,
pectinas), modulando su funcionalidad y contribuyendo a su estabilidad cuando son
expuestas a condiciones ambientales desfavorables (Guasco-Herrera y col 2014).

2. Osmoprotectores

Los osmoprotectores son moléculas organicas de peso molecular bajo, carga
neutra, y toxicidad baja que ayudan a los organismos a sobrevivir a condiciones de
estrés osmotico extremo. Entre los principales osmoprotectores se encuentran los
azucares, polioles y aminoacidos (Burg y Ferraris 2008).

El incremento en la concentracion de osmoprotectores se ha relacionado con el
desarrollo de desérdenes fisiologicos provocados por sequia, salinidad vy
temperaturas bajas. Actualmente se cree que los osmoprotectores estabilizan las
estructuras proteicas evitando su interaccion con iones, como calcio y sodio, que se
encuentran en exceso debido al desbalance fisiologico ocurrido a nivel de

membranas; asi como con el agua que se encuentra en la superficie de las
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proteinas, de esta manera se favorece la conformacién nativa de las proteinas
(Tangue y col 2003).

Los azucares se encuentran entre los principales metabolitos relacionados con el
estrés abidtico, sobre todo con desdérdenes fisioldégicos como el DF. El chile morrén
verde sometido a DF acumula azucares (e.g., sacarosa, fructosa). La acumulacién
coincide con la desaparicion de granulos de almidon, lo cual se presenta unicamente
en los frutos dafiados por frio, ademas se registra una disminucion en la expresion
de las enzimas de la glucdlisis, lo cual explicaria la acumulacién de azucares al no
ser convertidos en energia para la célula (Sanchez-Bel y col 2012).

En fruto de tomate se ha observado un incremento en la transcripcion de genes
relacionados con la sintesis de azucares como trehalosa (Cruz-Mendivil 2014), uno
de los azucares mas estudiados por sus propiedades osmoprotectoras. De igual
manera, en tomate se acumularon azucares que son componentes de la pared
celular tales como arabinosa y ramnosa. Ademas se observo la acumulaciéon de otros
osmolitos tales como aminoacidos (e.g., valina, alanina y asparagina) (Luengwilai y
col 2012).

3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se encuentran presentes en todo el reino Plantae, son
considerados metabolitos secundarios por lo cual son sintetizados para cumplir
funciones que no estan relacionadas directamente con la viabilidad de la planta
(Crozier y col 2006).

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos muy grande y suelen
clasificarse segun su estructura quimica. Entre los principales grupos de fendlicos se

encuentran las xantonas, cumarinas, estilbenos, acidos fendlicos, fenilpropanoides y
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flavonoides (Crozier y col 2006), siendo estos dos ultimos los principales compuestos
fendlicos en chile morrén (Jeong y col 2011).

Entre las principales funciones atribuidas a los compuestos fendlicos se encuentra
la proteccién contra condiciones adversas como el ataque de patégenos, falta de
agua, exceso de sal, luz ultravioleta y temperaturas extremas (Crozier y col 2006),
que por lo general inducen en el tejido un desbalance redox, que se traduce en
estrés oxidativo (Hodges y col 2004). Cuando el tejido vegetal se expone a
condiciones desfavorables, la transcripcidén y actividad de las enzimas relacionadas
con el metabolismo de fendlicos aumenta, lo que contribuye a recuperar el balance
redox en la célula. Los fendlicos tienen un gran poder antioxidante que les permite
desactivar ERO, pueden quelar metales que estan involucrados en la peroxidacion
de lipidos, aumentan la actividad de enzimas antioxidantes y reciclan antioxidantes
como el tocoferol. La capacidad de los flavonoides para desactivar ERO esta
relacionada con la cantidad y posicidon de grupos hidroxilo en su estructura, los
grupos hidroxilo en posicion meta en el anillo B parecen tener mayor influencia sobre
la capacidad para inhibir la proliferacion de radicales (Hodges 2003).

La actividad antioxidante en chile morrén esta correlacionada principalmente con
compuestos derivados de quercetina, luteolina y apigenina (Jang 2015). En la
actualidad la medicion de la capacidad antioxidante se asocia a dos mecanismos
generales; por un lado tenemos el mecanismo con transferencia de un atomo de
hidrégeno, en este método la sustancia reductora aporta un atomo de hidrégeno con
su respectivo electron con el fin de estabilizar un radical libre y asi evitar la oxidacion

de una sustancia indicadora (fluoresceina, acido linoléico, LDL, ETC); por el otro lado
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tenemos el mecanismo de transferencia de un electron que es aportado por la
sustancia reductora para estabilizar al radical libre (Robles-sanchez y col., 2007).
a. Biosintesis

Los compuestos fendlicos tienen su origen biosintético en la ruta del acido
shikimico, que forma al intermediario corismato, que es precursor de diversos
metabolitos, incluyendo la fenilalanina (Phe). La Phe es sustrato de la FAL, enzima
clave del metabolismo de la gran mayoria de compuestos fendlicos. La FAL convierte
la Phe en acido cinamico, el cual es convertido a acido p-cumarico por la enzima
cinamato 4-hidroxilasa. El acido p-cumarico es precursor de la sintesis tanto de
fenilpropanoides como de flavonoides (Petersen y col 2010).

La biosintesis de fenilpropanoides procede mediante la adicion de grupos
hidroxilo y metilo al acido p-cumarico, de esta forma se sintetizan el acido caféico,
ferulico y sinapico; cabe mencionar que los fendlicos se encuentran comunmente en
la naturaleza esterificados con azucares (Crozier y col 2006).

Los flavonoides son una de las subclases de fendlicos mas grandes, en la
actualidad el numero supera los 5,000; pero sélo unos cuantos se encuentran en los
alimentos. La estructura basica de un flavonoide esta formada por dos anillos
bencénicos (A y B) y uno heterociclico con oxigeno (C) (Ashihara 2011). Los
flavonoides son clasificados en base a las diferencias estructurales en el anillo C en
isoflavonas, flavanonas, flavanoles, flavonas, flavonoles y antocianidinas (Figura 3).
Normalmente los flavonoides estan glicosilados y los principales sustituyentes son

glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa, xilosa y acido glucurénico en las posiciones
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Figura 3. Estructura basica de flavonoides y su clasificacion.
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3,5,7,3 y4 porun enlace O-glucosidico o C-glucosidico. En algunas ocasiones los
azucares se encuentran esterificados con acidos organicos, lo que genera una mayor
diversidad de compuestos y un reto mayor para su andlisis e identificacion (Badui
2006).

Para la sintesis de flavonoides, el acido p-cumarico es convertido a p-cumaril-
CoA, que posteriormente es condensado con 3 moléculas de malonil-CoA por la
chalcona sintasa (Figura 4), enzima clave en la sintesis de todos los flavonoides. El
producto de la reaccion antes mencionada es la chalcona naringenina, la cual es
isomerizada a naringenina por la enzima chalcona isomerasa (Crozier y col 2006).

La formacién de naringenina es indispensable, ya que es el punto de divergencia
para la sintesis del resto de flavonoides, y dependiendo de la enzima que se
encuentre mas activa, sera la via de biosintesis que se tomara. Una vez formado el
nucleo basico del flavonoide, otras reacciones terminan su biosintesis, las reacciones
mas comunes son hidroxilacion, metilacién, glicosilacion, acilacion y prenilacion
(Ashihara 2011).

En especies del genero Capsicum se han encontrado niveles altos en la expresién
de genes relacionados con la sintesis de compuestos fendlicos unicamente en
etapas tempranas de desarrollo, con excepcion del gen de la enzima flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) que aumenta su expresion en las ultimas etapas de desarrollo. De
igual manera se ha encontrado que la actividad de la F3H esta correlacionada con la
acumulacioén de los principales flavonoides en especies del género Capsicum (Jang

2015).
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Figura 4. Ruta de biosintesis de flavonoides y las enzimas involucradas: Fenilalanina
amonio liasa (FAL), cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4 cumarato-CoA liasa (4CL),
chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (F3H),

flavanona sintasa (FS), flavanona 3’-hidroxilasa (F3'H), y flavonol sintasa (FS)
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a. Compuestos fendlicos relacionados con la induccion de tolerancia al
estrés

Diversos estudios han permitido identificar compuestos fendlicos relacionados con
tolerancia hacia el estrés ambiental. En estudios con diferentes variedades o
accesiones de un cultivo se ha encontrado que las de mayor resistencia presentan
un mayor contenido de compuestos fendlicos (Sanchez-Rodriguez y col 2011; Toda y
col 2011).

Algunos flavonoles como kaempferol y quercetina parecen estar fuertemente
relacionados con la respuesta a estrés abiotico (Cuadro 6), derivados glicosilados de
estos compuestos se acumulan en cultivos como soya, uva, papa y tomate cuando
se exponen a condiciones adversas como luz UV, falta de agua y temperaturas
extremas. Algunos estudios han correlacionado negativamente la concentracion de
estos compuestos con la del perdxido de hidrogeno, lo que se asocia a una menor
peroxidacién de lipidos (Toda y col 2011; Martinez-LUscher y col 2014; Martinez y col
2016).

Los acidos cafeoilquinicos son un grupo de compuestos que se acumulan en
diferentes cultivos (e.g., tomate) sometidos a estrés salino. Sin embargo, los
flavonoles tienen un poder antioxidante mayor y disminuyen en mayor medida el
estrés oxidativo. El acido clorogénico es otro compuesto importante relacionado con
la inhibicion del estrés. Existen reportes de una mayor expresion en las enzimas
involucradas en su sintesis y acumulacion en frutos de tomate y papa expuestos a
luz UV y temperaturas bajas (Rhodes y col 1978; Martinez y col 2016). Actualmente

diversos estudios estan orientados hacia la activacion premeditada del metabolismo
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Cuadro 6. Compuestos fendlicos relacionados con la presencia de estrés

Estrés Compuesto fendlico Cultivos Referencias
Luz e Acido clorogénico Tomate yuva Clé y col 2008 y
ultravioleta (fenilpropanoide). Martinez-Luscher

y col 2014.

o Kaempferol-3-O-hexdsido

(Flavonol)

e Quercetin-3-O-hexdsido

(Flavonol).
Falta de agua e Kampferol-3-apiosil- Tomate Sanchez-

rutendsido (flavonol) Rodriguez y col

2011.

Excesode sal e Acido cafeoilquinico Tomate Martinez y col

(fenilpropanoide). 2016.
Temperaturas e Quercetin-3-hexdsido Tomate Martinez y col
altas (flavonol) 2016.
Temperaturas e Isoramnetina (flavonol) Soyaypapa Rhodes vy col
bajas

] 1978 y Toda y col
e Acido clorogénico

(fenilpropanoide). 2011.
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de fendlicos, debido a que se sabe que la acumulacién de estos compuestos tendra
un impacto positivo sobre la resistencia al estrés ambiental; un ejemplo es la
infeccion de plantas de chile con el hongo Penicillium resedanum, estrés bidtico, que
brinda al cultivo resistencia a temperaturas altas. Las plantas infectadas tenian un
mejor desarrollo a 40 °C al compararse con las plantas sin inocular, también se
registré6 un incremento en la acumulacién de las isoflavonas daidzina y m-glicitina
que se correlaciondé con una disminucion en la peroxidacion de lipidos y menor
porcentaje de electrolitos lixiviados (Khan y col 2013).

Tratamientos poscosecha como la aplicacién de fitohormonas y la inmersién en
agua caliente han sido usados exitosamente para inducir la acumulacion de fendlicos
especificos que brindan resistencia al estrés durante el almacenamiento. La
aplicacion de salicilatos en mandarina induce la acumulacion de flavonas
polimetoxiladas (e.g., sinensentina, nobiletina, tangeretina y demetilnobiletina). Por
otro lado, el tratamiento hidrotérmico en naranja incrementod los niveles de los
fendlicos quercetina, chalcona naringenina, acido clorogénico y acido vanilico (Zhu y
col 2016).

Jian-ye y col (2008) encontraron una fuerte relacion entre la actividad de la
enzima FAL y la induccién de tolerancia al DF en frutos de platano, los frutos tratados
con calor (38 °C, 3d) presentaron un menor desarrollo de sintomas y mayor actividad
de la FAL. Adicionalmente observaron que la adicién a los frutos del acido 2-
aminoindan-2-fosfonico (AlIP), inhibidor de la FAL, aumenta la incidencia de sintomas
de DF. Estos autores concluyen el importante papel que juegan los compuestos

fendlicos en la induccion de tolerancia en frutos.
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En pimiento morrén verde, el TH incrementd el contenido de putrescina,
espermidina y espermina (Gonzalez-Aguilar y col 2000). Este incremento fue descrito
como mecanismo de defensa, debido a que se sabe que estos compuestos
aumentan la estabilidad de la membrana al disminuir la temperatura de cambio de
fase de los fosfolipidos y al retardar su peroxidacion; sin embargo, aun se desconoce
el papel que juegan metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos en la

inhibicidon del DF en este fruto.
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IV. JUSTIFICACION
El chile morron producido en México tiene gran aceptacion en los paises
desarrollados (e.g., Estados Unidos y Canada) y es una fuente importante de
ingresos para el pais. Un factor de suma importancia para la exportacién exitosa de
este fruto es el uso de condiciones apropiadas de refrigeracién. Sin embargo, el chile
morron almacenado a temperaturas inferiores a los 7 °C presenta dafo por frio,
caracteristica que limita su vida de anaquel y reduce su valor de comercializacion.
Actualmente, diversas tecnologias han sido aplicadas durante la poscosecha de
frutos para reducir las pérdidas ocasionadas por dafo por frio; entre éstas destaca el
tratamiento hidrotérmico, que se ha utilizado exitosamente en diversos frutos,
incluyendo el chile morréon. Diferentes investigaciones sugieren que existe una
estrecha relacion entre el metabolismo de compuestos fendlicos y la induccién de
tolerancia al dafio por frio, sin embargo aun se desconoce qué compuestos
especificos, y caracteristicas asociadas, podrian estar inhibiendo el desarrollo del
desorden en chile morron. Por lo tanto, resulta interesante realizar un estudio para
indagar los cambios en el perfil de compuestos fendlicos en frutos de chile morrén

con tolerancia inducida al dafio por frio.
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V. HIPOTESIS
El tratamiento hidrotérmico de chile morrén (Capsicum annuum cv. Coloso) mejora
su tolerancia al dano por frio e incrementa el contenido de compuestos fendlicos

especificos.
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VI. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes tiempos de inmersion en agua a 53 °C sobre la
presencia de sintomas de dafio por frio, parametros de calidad e indices fisiolégicos
en chile morrén (Capsicum annuum cv. Coloso), asi como identificar los compuestos

fendlicos asociados con la induccion de tolerancia al dafo por frio.

B. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de diversos tratamientos hidrotérmicos (53 °C durante 1, 2y 3
min, respectivamente) sobre la aparicion de sintomas de dafo por frio,
parametros fisiolégicos y de calidad poscosecha en chile morron, con el fin de
seleccionar el tratamiento que induzca la mayor tolerancia al dafio por frio.

2. Establecer el perfil caracteristico de compuestos fendlicos en chile morrén con
mayor tolerancia inducida al dafo por frio, asi como su relacion con la actividad
antioxidante.

3. ldentificar los principales compuestos fendlicos de chile morréon que se asocian
con su resistencia al dafo por frio y que son inducidos por el tratamiento

hidrotérmico.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron frutos de chile morron (Capsicum
annuum cv. Coloso), los cuales fueron donados por la empresa Agricola Chaparral,
SPR de RL ubicada en Culiacan Sinaloa. Los frutos fueron llevados al laboratorio de
Fisiologia y Tecnologia Poscosecha donde fueron lavados y desinfectados con
hipoclorito de sodio (300 ppm) para luego ser divididos aleatoriamente en 4 lotes. Un
lote sirvio como control y al resto se les aplico un tratamiento hidrotérmico, el cual
consiste en sumergir completamente los frutos en un bafio con agua a 53 °C durante
1, 2 y 3 min. Posteriormente, los frutos se dejaron enfriar durante 2 h a 21 °C. Cada
uno de los lotes fue dividido en dos grupos, el primer grupo fue almacenado a 12 °C
(temperatura control), mientras que el segundo fue almacenado a 5 °C (temperatura
de dano por frio) durante 21 dias, posteriormente los frutos fueron madurados
durante 7 dias a 21 °C con el fin de observar el dano provocado por el
almacenamiento a temperaturas bajas. El tejido obtenido de cada tratamiento fue
congelado con nitrégeno liquido para posteriormente ser liofilizado y guardado a -20

°C hasta su uso.

B. METODOS
1. Valoracién de los sintomas de daino por frio

a. Pérdida de peso
Para determinar la pérdida de peso, los frutos seleccionados se pesaron antes y

después de ser almacenados durante 21 dias en refrigeracion y 7 dias de
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maduraciéon a 21 °C. El peso de los frutos se determiné con una balanza Sartorius
modelo TE 4101 (Goettingen, Alemania). La pérdida de peso se registré de acuerdo
a la metodologia reportada por Gonzalez-Aguilar y col (2000) aplicando la siguiente

ecuacion:

peso inicial — peso final

% de pérdida de peso = ( ) % 100

peso inicial
b. Analisis de textura en la cascara utilizando la matriz de correlacion de

niveles de grises (GLCM)

El desarrollo de sintomas de DF fue evaluado con un analisis de correlacion de
nivel de grises (GLCM, por sus siglas en inglés) con ayuda del aditamento para
Imaged “GLCM TEXTURE?”. El desorden o aleatoriedad de la escala de grises en la
imagen (entropia) es un parametro que describe la textura de una imagen, este
parametro se calcula mediante un analisis de la distribucién de los pixeles en un
plano tridimensional, siendo el tercer plano la intensidad de gris en la fotografia
(Malegori y col 2016). Este analisis permitid la evaluacion de sintomas como areas
superficiales hundidas, agrietamiento, pudriciones y picado.

Los frutos de cada tratamiento fueron marcados para definir 4 areas que fueron
fotografiadas en condiciones estandar. Las imagenes fueron adquiridas con una
camara digital (Nikon, Japon) colocada verticalmente a 39 cm del fruto dentro de una
caja de madera con paredes negras. El sistema de iluminacion incluyé dos lamparas
fluorescentes de luz natural, con una temperatura de color de 6500 K (22 W),
cubierta con difusores de luz a un angulo de 45° de la muestra y un angulo de
observacion de 2° para evitar la presencia de sombras (Caez-Ramirez y col 2017).

Las imagenes fueron capturadas de frutos obtenidos los dias 0, 21 a 5 °C, y 21 mas
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7 dias a 21 °C. Las imagenes fueron analizadas con el programa ImageJ v1.49q
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda, E.U.A.).

El procesamiento de la imagen consistid en ajustar el contraste de la imagen en
un 0.3% para una mejor visualizacion del area afectada y ademas la imagen fue
transformada a un formato de 8-bit (escala de gris) (Garcia-Armenta y col., 2016).
Para finalizar, el area de interés fue seleccionada y se procedié al calculo de la
entropia, el resultado fue expresado en porcentaje de aumento en entropia. El
resultado de las 5 areas del fruto fue promediado, y este valor fue tomado como la
entropia global del fruto.

entropia final — entropia inicial

% de aumento en entropin = —— X 100
entropia inicial

2. Parametros de calidad

a. Firmeza

La firmeza fue determinada tomando 5 mediciones por fruto, contando con 3
frutos por tratamiento, esto fue realizado segun lo reportado por Gonzalez-Aguilar y
col (2000) con algunas modificaciones. El pericarpio del pimiento fue cortado en
trozos de aproximadamente 2 x 2 cm de la regidn ecuatorial, retirando las regiones
plegadas del pericarpio. Cada trozo fue colocado con el endocarpio hacia abajo en la
base de un penetrémetro Chatillon (DFE 100) provisto con una punta plana de 11
mm. La punta fue introducida en el tejido hasta una profundidad de 3 mm a una
velocidad de 50 mm/min. La firmeza fue reportada como la fuerza de compresion

maxima en Newtons (N).
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b. Color externo

El color se midié con un colorimetro Minolta CR200 en 3 regiones ecuatoriales y
equidistantes de cada fruto, teniendo 3 frutos por tratamiento. La mediciones de
llevaron a cabo tomando los parametros luminosidad (L*), intensidad del rojo (a*) y
angulo de matiz (°Hue).

c. Contenido de vitamina C

El contenido de vitamina C se determin6d segun lo reportado por Durust y col
(1997). La muestra fresca (0.3 g) se homogeniz6 con 15 mL de una solucion de acido
oxalico al 0.4%, se filtré a través de tela de organza y se recupero el filtrado. Para el
ensayo espectrofotométrico, el equipo fue ajustado a cero con agua desionizada. La
absorbancia de una solucién de acido oxalico (0.5 mL), buffer de acetato (acido
acético 0.2 M, acetato de sodio 0.2 My pH 4.5) (0.5 mL) y solucion del reactivo 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPI) (4 mL) se registré al final de los 15 s a 520 nm en un
espectrofotometro (UNICO SQ 2800, Dayton, N.J., EUA), este valor se anoté como
L1. Para las mediciones de absorbancia de las soluciones de la muestra, el ajuste a
cero se realizé por medio de una mezcla de la muestra (0.5 mL), buffer de acetato
(0.5 mL) y agua desionizada (4 mL), y la absorbancia de la solucién se midi6
utilizando DCPI en lugar de agua desionizada para obtener el valor de L2. Los
valores L1-L2 representan la absorbancia de la muestra. Se llevaron a cabo 12
mediciones por fruto, contando con 3 frutos por tratamiento. Los resultados fueron
expresados como mg de vitamina C en 100 g de fruto fresco con ayuda de una curva

estandar de acido ascérbico (0-45 ppm).
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3. Parametros fisiologicos

a. Lixiviacion de membrana

La permeabilidad de la membrana se evalu6é calculando el porcentaje de
electrolitos lixiviados siguiendo la metodologia reportada por llic y col (2012) con
algunas modificaciones. De cada fruto fresco se tomaron 15 cilindros de 5 mm que
fueron lavados con agua desionizada. Los trozos se cubrieron con 15 mL de manitol
(0.2 M) y se incubaron a 25 °C por 2 h. La conductividad de la suspension se midio a
25 °C con un conductimetro manual (HANNA instruments, Republica de Mauricio). La
suspension fue drenada y los trozos fueron colocados en una autoclave a 121 °C por
30 min para liberar todos los electrolitos. Se realizaron 3 mediciones por fruto y la

lixiviacion de electrolitos fue expresada como porcentaje de electrolitos lixiviados.

conductividad inicial
05 de electrolitos lixiviados = ( — . ) X 100
conductividad final

b. Contenido de MDA

La peroxidacién de lipidos se evalué midiendo el contenido de malonaldehido
(MDA) mediante la prueba del acido tiobarbiturico (TBA) (llic y col 2012).
Brevemente, 0.025 g de harina de chile morrén liofilizado fue homogeneizada por 1
min con 15 mL de etanol (80% v/v). El homogeneizado se centrifugd a 3,000 x g por
15 min. Un mililitro del sobrenadante se combiné con 1 mL de solucion “—TBA”,
compuesta de acido tricloroacético (TCA) al 20% y con hidroxitolueno butilado al
0.01%, o “+TBA”, que contiene todo lo anterior mas 0.65% de TBA. Las soluciones
se incubaron en agua a 95 °C por 15 min, posteriormente se transfirieron a 0 °C por
10 min para detener la reaccion, y se centrifugaron a 3,000 x g durante 15 min para

clarificarlas. La absorbancia de la solucién fue leida a 440, 532 y 600 nm en un
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espectrofotometro (UNICO SQ 2800, Dayton, N.J., EUA). La cantidad del complejo
MDA-TBA (pigmento rojo) por mililitro fue calculada de la siguiente manera:
1) A =[(Abs 532+18A)-(Abs 600+18A) (Abs 532-tBA —Abs 600-18A)]

2) B =[(Abs440+18A — Abs 600+T84) 0.0571]
3) Equivalentes de MDA (nmol/mL) = (A — B/ 157,000)10°

4. Perfil de compuestos fenodlicos

a. Preparacion del extracto metandlico

La preparacion del extracto metandlico fue llevada a cabo segun lo reportado por
Lopez-Angulo y col (2016) con algunas modificaciones. Medio gramo de harina
liofilizada de chile morrén se homogenizé con 5 mL de metanol absoluto; la mezcla
fue sonicada por 20 min a temperatura ambiente, se recuperé el sobrenadante
centrifugando 5 min a 3,000 x g, se hicieron dos extracciones adicionales bajo las
mismas condiciones obteniendo 15 mL de extracto metandlico. El extracto fue
centrifugado 15 min a 3,000 x g para eliminar cualquier residuo, el sobrenadante fue
decantado en un vial ambar y finalmente el solvente fue evaporado en un rotavapor a
37 °C. Al recipiente con el extracto concentrado se le evacud el oxigeno con una
corriente de Nz(g) y fue almacenado a -20 °C en oscuridad hasta su uso.

b. Extraccion liquido-liquido

Los extractos metandlicos de chile morrén fueron separados por cromatografia
liquido-liquido segun lo descrito por Lopez-Angulo y col (2016). El extracto
metandlico fue suspendido en 0.65 mL de metanol al 90% (v/v) para ser desgrasado
con hexano (3 x 3 mL). La fraccibn de hexano fue desechada. El extracto
desengrasado se paso® por un cartucho Sep-Pak® Ci1s para eliminar cualquier

impureza de caracter hidrofébico y fue concentrado en un rotavapor.
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c. Analisis por UPLC acoplado a espectrometro de masas (UPLC-MS)

La separacion cromatografica se llevd a cabo segun lo reportado por Quintero-
Soto y col (2018). El extracto desengrasado fue reconstituido en 1 mL de metanol al
90% vy filtrado a través de un filtro de politetrafluoretiieno (PTFE) para eliminar
impurezas. Una alicuota de 10 uL del filtrado fue introducida al equipo de
cromatografia liquida de ultra-alta resolucion (UPLC) modelo ACCELA dotado de un
detector de arreglo de diodos (DAD) (Thermo Fisher Scientific, Inc., Whaltman, EUA).
La separacién se realizd6 en una columna FORTIS C18 (50 X 2.1 mm) (Fortis
Technologies LDT, Cheshire, Inglaterra). Como fase movil se utilizaron dos
solventes, el solvente A fue una solucidon acuosa de acido férmico al 1% y el solvente
B acetonitrilo. La elucién se llevé a cabo usando un gradiente lineal de 0.5 a 40% de
B en 40 min y finalmente la columna fue equilibrada con 100% de fase A durante 5
min. El flujo fue de 0.2 mL/min a una temperatura de 30 °C. La separacion fue
monitoreada con el detector de arreglo de diodos (DAD) a tres longitudes de onda
(280, 320 y 350 nm). El espectrometro de masas (LTQ-XL, Thermo Scientific, EUA)
equipado con una fuente de ionizacion de electroasperjado (ESI) fue operado en
modo negativo. El voltaje del capilar fue de 35 V a una temperatura de 300 °C. El
analisis de los datos se llevd a cabo con ayuda del software Xcalibur version 2.2
(Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) en modo de escaneo completo utilizando una
relacion masa/carga (m/z) de 100 hasta 2000. La identificacion de los compuestos se
realizd comparando los patrones de fragmentacién generados por el equipo y los
reportados en la bibliografia, asi como con los obtenidos con estandares
comerciales; mientras que la cuantificacion se realizé por el método del estandar
externo.
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5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se realizd mediante el método de ABTS. Esta
metodologia se llevé a cabo segun lo reportado por Lopez-Angulo y col (2014) con
algunas modificaciones. El radical ABTS se generé mezclando 5 mL de la solucion
ABTS (7 mM en agua) y 88 pL de persulfato de potasio (140 mM). La mezcla se
mantuvo en reposo por 12-16 h a temperatura ambiente protegida a la luz. La
solucion del radical ABTS fue diluida con buffer de fosfatos (137 mM NaCl, 10 mM
fosfato, 2.7 mM KCl y pH 7.4) hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70 (+ 0.02)
a 734 nm en un espectrofotometro (UNICO SQ 2800, Dayton, N.J., EUA). En tubos
de ensayo, 0.1 mL del extracto metandlico crudo fue mezclado con 2 mL de la
solucion del radical, la mezcla se dejé en reposo por 30 min a 27 °C en oscuridad y
se midio la absorbancia a 734 nm. Una curva de calibracion de Trolox fue preparada
en el rango de 0-225 pg/mL y la actividad antioxidante fue expresada en pmol
equivalente de Trolox por 100 gramos de fruto fresco (umol ET/100 g ff).

6. Diseno estadistico

Para la evaluacién de sintomas (pérdida de peso y entropia) se utilizd6 un analisis
de varianza (ANOVA) con dos factores: Tiempo de inmersion a 53 °C con 4 niveles
(0, 1, 2 y 3 min) y dias de maduracion a 21 °C con 2 niveles (0 y 7). Para los analisis
de calidad e indices fisiologicos se utilizé un ANOVA con 3 factores: Tiempo de
inmersion a 53 °C con 4 niveles (0, 1, 2 y 3 min), dias de almacenamiento con 2
niveles (0 y 21) y dias de maduracion a 21 °C con 2 niveles (0 y 7). Para el analisis
de compuestos fendlicos asociados a la tolerancia inducida al dafio por frio se utilizé

un disefio factorial de 24, donde los factores fueron: Tratamiento hidrotérmico (Con 'y
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Sin TH), temperatura de almacenamiento (5 y 12 °C), dias de almacenamiento (0 y
21) y dias de maduracion a 21 °C (0 y 7). La comparaciéon de medias se realizd
mediante la prueba de Fisher con un nivel de significancia del 5% (p<0.05), utilizando
3 frutos por tratamiento con la ayuda del paquete estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI.I (Statgraphics Technologies, Inc., EUA).

El andlisis de correlacion de Pearson entre los diferentes fendlicos y la actividad
antioxidante fue realizado con el paquete estadistico Minitab 15 (Minitab, Inc., EUA).
La correlacion fue considerada como significativa con valores de p inferiores a 0.05.

Para la evaluaciéon del efecto del TH, los promedios del control y el TH de cada
dia de evaluacion se compararon mediante una prueba de hipotesis con ayuda de la
prueba t-student con un nivel de significancia del 5%. Se utilizé el paquete estadistico

Minitab 15 (Minitab, Inc., EUA).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION
A. PRIMERA ETAPA
1. Evaluacion de los sintomas de dano por frio

a. Pérdida de peso

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos para el porcentaje de pérdida
de peso en chile morrén durante su almacenamiento a 21 °C después de ser
sometidos durante 21 dias a 5 °C. Al inicio del periodo de maduracion a 21 °C los
frutos tratados durante 3 min a 53 °C mostraron una menor pérdida de peso que
aquellos tratados por 1 y 2 min, los valores de estos ultimos no mostraron diferencia
estadistica significativa con respecto al control. A los siete dias de maduracion a 21
°C, la pérdida de peso aumentd, siendo superior para los frutos no tratados (8.91%);
el tratamiento hidrotérmico mostré un comportamiento dependiente del tiempo,
registrandose las menores pérdidas (p<0.05) para las muestras tratadas por 2
(7.51%) y 3 min (6.82%).

Una de las principales caracteristicas asociadas al deterioro del chile morrén es la
pérdida de peso, esto debido a que en la cascara del fruto aparecen zonas
agrietadas que disminuyen ampliamente su calidad sensorial (Gonzalez-Aguilar y col
1998). La exposicion de chile morron a temperaturas de DF induce un dafio a las
células epidérmicas, facilitando el intercambio gaseoso con el medio ambiente y
generando la pérdida de peso (Wang y col 1990).

Los resultados muestran que el TH protegié al fruto de la pérdida de peso,
fendbmeno que podria asociarse a que el TH derritid la cera epicuticular del fruto
formandose una barrera fisica que limitd el intercambio de vapor de agua con el
ambiente a través de estomas, heridas producidas durante el manejo poscosecha y
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Figura 5. Porcentaje de pérdida de peso en chile morrén tratado
hidrotérmicamente (TH), por diferentes tiempos (1, 2 y 3 min), durante su
maduracion a 21 °C. Los frutos fueron almacenados previamente por 21 dias a
5 °C. Las barras verticales indican la desviacion estandar. Letras minusculas
diferentes (a, b, c) en el mismo dia de evaluacion indican diferencia

significativa (a = 0.05).
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dafos microestructurales producidos como consecuencia del dafio por frio. Este
fendbmeno ha sido reportado en manzana, chile morrén y papaya, las fotos de
microscopia electronica de barrido de los frutos tratados hidrotérmicamente
mostraron una superficie mas lisa y uniforme que los frutos sin tratar, con los
estomas del pericarpio parcial o totalmente cubiertos, lo que disminuyo el intercambio
gaseoso (Roy y col 1994; Fallik y col 1999; Ayén-Reyna y col 2017). Este fendmeno
explicaria el comportamiento escalonado de la pérdida de peso en ambos dias de
evaluacion, ya que a mayor tiempo de exposicion a 53 °C las capas de cera tendrian
una mayor uniformidad y cubririan un area mayor.

Los resultados de este trabajo difieren de los reportados por Gonzalez-Aguilar y
col (2000), Cardenas-Torres (2013) y Yun y col (2013); quienes observaron que la
aplicacion de agua caliente aumentaba la pérdida de peso en naranja, tomate, y chile
morron, respectivamente. Sin embargo, estos autores no discuten la razén de dicho
comportamiento, unicamente concluyen que dicho aumento en la pérdida de peso no
tuvo un efecto importante sobre la calidad del fruto.

b. Analisis de textura

El analisis de textura empleando la matriz de correlaciéon de niveles de grises
(GLCM) es un método objetivo que asegura la reproducibilidad y mejora la
interpretacion de los resultados, al contrastarlo con los métodos subjetivos
comunmente empleados. En particular, el analisis por GLCM representd
adecuadamente las modificaciones en las superficies de los frutos asociadas con la
aparicion de picaduras, pudriciones y agrietamientos en chile morron (Figura 6), lo
que puede constatarse al contrastar los resultados con las fotografias de chile

morron sometido a tratamiento hidrotérmico y diferentes condiciones de
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almacenamiento en frio, asi como a maduracion (Figuras 7 y 8). Al final del
almacenamiento a 5 °C, los frutos control presentaron agrietamiento y picaduras,
entretanto los frutos tratados con TH presentaron unicamente picaduras (Figura 7).
En la evaluacién de entropia al inicio del periodo de maduracién, el tiempo de TH
tuvo un efecto inverso con el incremento de la entropia (p>0.05) (Figura 6), similar a
lo registrado para la pérdida de peso. Esto podria deberse a que los frutos con mayor
tiempo de inmersidon presentaron una menor incidencia de agrietamiento. Hasta este
punto del almacenamiento uUnicamente se registraron sintomas asociados
directamente con el dafo estructural. Wang y col (1990) reportaron que el dafo
estructural de células colenquimaticas y epidérmicas provoca la expulsion de liquido
intracelular, que se deposita en los espacios intercelulares, se evapora, y deja
espacios libres que se asocian a la aparicion de las picaduras y grietas observadas
en las fotografias.

Después de siete dias a 21 °C, los sintomas de dafo se acentuaron,
registrandose agrietamientos, picaduras, y la aparicion de pudriciones por el ataque
de hongos, siendo el tratamiento control el que presenté mayor dafio con respecto a
este ultimo sintoma (Figura 8). El aumento en la proliferacién de hongos en frutos
dafados por frio se ha relacionado con la liberacion de liquido por las células
epidérmicas y colenquimaticas afectadas por el frio. Esto genera las condiciones

idoneas para la proliferacién de hongos tales como Alternaria alternata y Botritys
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Figura 6. Porcentaje de aumento en entropia en chile morron tratado
hidrotérmicamente (TH), por diferentes tiempos (1, 2 y 3 min), durante su
maduracion a 21 °C. Los frutos fueron almacenados previamente por 21
dias a 5 °C. Las barras verticales indican la desviacion estandar. Letras
minusculas diferentes (a, b, c) en el mismo dia de evaluacion indican

diferencia significativa (a = 0.05).
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Figura 7. Sintomas de dafio por frio en chile morrén después de ser almacenado por 21 dias a 5 °C. La fruta fue
tratada hidrotérmicamente (53 °C) durante diferentes tiempos (1, 2, y 3 min) antes del almacenamiento.
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Figura 8. Sintomas de dafo por frio en chile morrén después de ser almacenado por 21 dias a 5 °C mas 7 dias a 21

°C. La fruta fue tratada hidrotérmicamente (53 °C) durante diferentes tiempos (1, 2 y 3 min) antes del almacenamiento.
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cinerea; adicionalmente el liquido exudado dificulta el intercambio de oxigeno y
dioxido de carbono, creando condiciones que favorecen la necrosis por hipoxia
celular (Wang y col 1990; Sanchez-Ballesta y col 2000).

La mayor incidencia de pudriciones presentada en los frutos control puede
deberse a que las inmersiones en agua caliente destruyeron las esporas incrustadas
en la epidermis, las cuales no pueden ser eliminadas con la ayuda de desinfectantes,
ademas se ha reportado que el cambio de conformacion de la cera epicuticular
dificulta la penetracién del hongo en el fruto (Lurie 1998; Fallik 2003).

Los frutos del TH-3 min mostraron un incremento similar en la entropia que el
correspondiente a los frutos control (Figura 6); los sintomas predominantes fueron
picaduras y hendiduras caracterizadas por una coloraciéon oscura (Figura 8). Las
hendiduras podrian no estar asociadas a DF y deberse a dafo por calor, debido a
que solo los frutos de este tratamiento las mostraron, lo que sugiere que 3 min de
exposicion al TH es un tiempo excesivo para chile morron. En frutos de nectarina
también se observo este fendmeno, la inmersién a 50 °C durante 2 min acentud la
aparicion de oscurecimiento interno y externo durante el almacenamiento a
temperaturas de dano por frio (Candir y col 2009). La aplicacién de tratamientos con
calor tiene la desventaja de que puede provocar un deterioro en el fruto si no se
aplica una combinacién apropiada tiempo-temperatura. Entre los principales
sintomas de dano por calor se encuentran el picado, oscurecimiento de cascara,
pérdida de color en productos verdes y ablandamiento (Lurie 1998; Fallik y col 1999).

Al comparar todos los tratamientos al dia 7 de maduracién (Figura 6), el TH-1 min
fue el unico que mostrd diferencia significativa con respecto a los frutos control. Los

frutos de este tratamiento presentaron la menor incidencia de picaduras,
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agrietamientos y pudriciones; lo que sugiere que este tratamiento es el mejor para
inducir la tolerancia al DF en chile morron cv. Coloso.

La induccion de tolerancia al DF por una inmersion en agua caliente también se
ha reportado en frutos como naranja (53 °C, 3 min), aguacate (38 °C, 60 min) y
tomate (45 °C, 60 min) (Woolf 1997; McDonald y col 1999; Schirra y col 2008). El
proceso de induccion de tolerancia al DF es complejo, se ha sugerido la participacion
de diversos genes que conducen a la acumulacion de proteinas de choque térmico y
de metabolitos especificos (e.g. azucares, poliaminas, cumarinas). En particular, en
frutos de tomate y chile morrén se ha encontrado que la induccién de tolerancia esta
asociada a la acumulacion de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina;
compuestos capaces de estabilizar la membrana plasmatica y evitar la lisis celular
(Gonzalez-Aguilar y col., 2000; Luengwilai y col 2012; Cruz-Mendivil y col 2015;
Valenzuela-Ponce 2015).

En relacion con la mejor combinacion de temperatura y tiempo para el TH de chile
morrén (53 °C, 1 min), el tiempo podria considerarse como muy corto al compararse
con el aplicado a otros frutos que pueden requerir hasta 1 h. Lo anterior puede
deberse a la anatomia del chile morron, debido a que presenta un pericarpio de
espesor reducido (~ 5 mm) que favorece su rapido calentamiento. La asociacion
entre anatomia y sensibilidad al calor del chile morron fue reportada por Fallik y col
(1999), donde observaron que la inmersion por 0.5 min a 60 °C fue suficiente para
causar dafo por calor. Los resultados de este estudio difieren a lo reportado por
Gonzalez-Aguilar y col (2000), quienes registraron hasta un 50% de disminucion en

DF en chile morrén TH por 4 min a 53 °C.
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2. Analisis de calidad

a. Firmeza

La evaluacion de la firmeza de frutas y hortalizas es de suma importancia en la
determinacion de su calidad poscosecha, la firmeza repercute de manera directa en
su aceptabilidad comercial. En frutos climatéricos la pérdida de firmeza desciende de
manera natural como resultado del proceso de maduracion; sin embargo, el chile
morrén es un fruto no climatérico y es cosechado con un valor ideal de firmeza; por lo
tanto, cualquier descenso en este parametro es indeseable y representa una pérdida
de la calidad comercial (Gonzalez-Aguilar y col 1998).

En el Figura 9 se observa la evaluacion de la firmeza en chile morron durante su
almacenamiento a 12 y 5 °C mas el periodo de maduracion. El valor de firmeza de
los frutos al inicio del almacenamiento fue de 102.3 N. Al contrastar la firmeza entre
ellos para cada fecha de muestreo, los valores fueron similares tanto a la
temperatura de almacenamiento comercial (12 °C) como a la temperatura de DF (5
°C). Los cambios de firmeza en frutos se atribuyen principalmente a la
descomposicion de los componentes de la pared celular y lamela media que
mantienen a las células unidas y compactas. Este proceso es regulado
principalmente por la accion del etileno, fitohormona que induce el aumento en la
transcripcion de poligalacturonasa, 3-galactosidasa y xilanasa, enzimas asociadas a
la despolimerizacion de la pared celular (Kader 2007). El chile morrén es uno de los

frutos con menor produccion de etileno (0.1 a 0.2 yL/kg/h a 10-20 °C), por lo cual
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Figura 9. Firmeza en chile morron tratado hidrotérmicamente (TH), por diferentes
tiempos (1, 2 y 3 min), durante su almacenamiento a 12 °C (A) y 5 °C (B) mas un
periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Las barras verticales indican la
desviacion estandar. Letras minusculas diferentes (a, b, c) en la mismo dia de

evaluacion indican diferencia significativa (a=0.05).
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resulta normal que no se presenten cambios en el parametro de firmeza durante su
almacenamiento comercial (Fornaris 2005).

Existen reportes en frutos de nectarina y tomate que indican que la aplicacién de
TH no afecta su firmeza (Candir y col 2009; Cardenas-Torres 2013), por lo cual se ha
concluido que este tratamiento puede usarse como método de desinfeccion sin
repercutir en la calidad del fruto.

Al final del almacenamiento a temperatura de DF (5 °C) (Figura 9B), la firmeza de
los frutos fue estadisticamente similar a la del dia 0; sin embargo, todos los frutos
perdieron firmeza durante el periodo de maduracion (= 20%). La pérdida de firmeza
puede atribuirse al DF y no a la inmersidn en agua caliente, los frutos tratados
hidrotérmicamente no presentaron diferencia con el control y ademas en el
almacenamiento comercial (12 °C) se pudo observar que las inmersiones en agua
caliente no repercuten sobre este parametro. Esta afirmaciéon esta soportada por
estudios de microscopia electronica de transmisién que han demostrado que el dafio
por frio afecta gravemente a la pared celular y la lamela media, estructuras celulares
responsables de mantener firmes a las células del fruto (Sanchez-Bel y col 2012).

b. Color

El color es un parametro fundamental de la calidad de frutas y hortalizas. Al
momento de la cosecha, el chile morron debe presentar un color verde oscuro
brillante que debe mantenerse durante su vida de anaquel. Los parametros
luminosidad, intensidad del rojo (a*) y angulo Hue permiten tener una evaluacion
objetiva del color. El parametro de luminosidad va de 0 (negro) a 100 (blanco), el

valor a* indica cambios de color del verde (-60) a rojo (+60) y el angulo Hue indica el



cambio de matiz, siendo valores cercanos al 0 colores rojos y cercanos al 180
colores verdes.
1) Luminosidad (L*)

En el primer dia de evaluacion los frutos presentaron un valor de 36.44 que se
mantuvo sin diferencias entre tratamientos y durante todo el almacenamiento
(Cuadro 7). Este resultado indica que la inmersion en agua caliente y demas factores
evaluados no afectaron este parametro. Este hecho resulta ser muy alentador,
debido a que podria esperarse una pérdida de brillo como consecuencia de la
exposicion a las temperaturas altas. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Lim y col (2007), quienes encontraron que la luminosidad de los frutos se mantenia al
ser almacenados durante 28 dias a 5y 10 °C. Sin embargo, difieren de lo registrado
por Gonzalez-Aguilar y col (1998) que sefalan que la L* en chile morron disminuye
gradualmente en los frutos control durante el almacenamiento a 8 °C.

2) Valor a*

Al dia 0 el parametro a* presentd un valor de -11.20, el cual representa un tono
verde apropiado para este cultivar de chile morrén. En primera instancia se demostrd
que los tratamientos hidrotérmicos aplicados no afectaban la coloracion de los frutos
durante el proceso de maduracion, ya que aquellos sin almacenamiento previo y
tratados hidrotérmicamente mantuvieron su color durante el periodo de maduracion
(p>0.05). Para los frutos en almacenamiento comercial (12 °C), los valores de a* al
final del mismo no mostraron diferencia significativa con respecto al dia cero y lo

mismo se registré para los frutos con TH. Por lo tanto, se puede concluir
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Cuadro 7. Evaluacién de parametros de color en chile morrén (cv. Coloso) tratado hidrotérmicamente (TH) durante
almacenamiento a 5y 12 °C mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C.

Su

Tiempo de Dias en refrigeracién Periodo de maduracién a 21 °C
THa53°C 0 21 0+7 21+7
(min)
5°C 12°C 5°C 12°C
Luminosidad (L*)
0 (control) 36.44 + 0.912A 35.14 £ 0.222A 36.64 + 1.842A 35.91+0.612A 35.52 + 0.442A 35.73 £ 0.6224A
1 36.44 + 0.912A 35.80 + 0.46%A 36.32 + 0.46%4 35.35+0.792A 35.61 + 0.5624 36.15 £ 0.3024
2 36.44 + 0.912A 35.28 £ 1.012A 36.10 + 0.642A 36.28 + 0.3824A 36.24 + 1.332A 36.89 £+ 0.67aA
3 36.44 £ 0.912A 34.81 £ 0.722A 36.11 £ 1.172A 35.87 £ 1.223A 35.99 £ 0.122A 35.74 £ 1.763A
Valor (a¥)
0 (Control) -11.20 £ 0.76°4 -9.61 + 0.482A -10.01 £ 1.32bA -10.39 + 0.39%A -9.09 £ 0.462A -9.69 £ 0.602>8
1 -11.20 £ 0.76°4 -9.58 £ 1.18abA -9.73 £ 0.61abcA -10.32 £ 0.61bcA -8.66 £ 0.70a4 -9.22 + 1.03ab8
2 -11.20 £ 0.764A -9.59 + 0.49bcA -10.11 £ 0.48cdA -10.19 £ 0.28cdA -8.18 + 0.942bA -8.89 + 1.402/8
3 -11.20 £ 0.769A -9.15 £ 0.82bcA -9.88 + 0.35¢4A -10.51 £ 0.63%A -7.96 £ 0.2020A -7.43 £ 1.283bA
Angulo Hue

0 (Control) 131.05 £ 1.0224A 131.43 £ 0.382A 130.01 £ 1.332A 130.11 £ 0.022A  129.12 + 0.922A 130.38 £+ 1.2084
1 131.05 + 1.02aA 131.07 £ 0.8924 130.37 £ 0.3624 130.36 + 1.092A  129.22 + 1.243A 130.34 + 0.5824
2 131.05 + 1.023A 131.19 + 1.02a4 129.48 + 0.6634 131.13 +0.432A  128.96 + 1.3724 129.02 + 0.9924
3 131.05 + 1.02a4A 130.97 £ 0.242A  129.94 + 0.48abcA 130.36 + 2.46%>A  128.53 + 0.49bcA 127.69 + 1.69°B

Letras minusculas diferentes (a, b, c) en el mismo renglén y letras mayusculas diferentes (A, B, C) en la misma columna y parametro indican
diferencia  significativa (a=0.05). Luminosidad (LSD=1.7257), wvalor a* (LSD=1.5663) y angulo Hue (LSD=2.3246).
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que los tratamientos hidrotérmicos no afectan la coloracion verde de los frutos de
chile morréon durante su maduracion y almacenamiento comercial.

Una vez concluido el almacenamiento a 12 °C, los frutos fueron sometidos a un
periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C con el fin de evaluar posibles efectos
negativos de los TH sobre frutos con madurez avanzada. Al finalizar este periodo a
21 °C se observd que la inmersion a 53 °C por 3 min provocé un aumento
significativo en la intensidad del rojo (a*), siendo estadisticamente diferente con el
control y TH a 1 min; cabe mencionar que los tratamientos de 1 y 2 min no tuvieron
diferencia significativa con respecto al control.

El aumento del valor a* en los frutos tratados por 3 min puede deberse a la
degradacion de clorofila y al desenmascaramiento de otros pigmentos como luteina,
violaxantina y neoxantina (Wahyuni y col 2011) que le dan al fruto una coloracién
entre anaranjada y rojiza, la cual es un signo de deterioro. Se ha reportado que las
inmersiones en agua caliente pueden provocar la pérdida de color en productos
verdes, esto debido a que las inmersiones inducen deterioro del fruto al incrementar
su velocidad de respiracion (Lurie 1998).

En el almacenamiento a temperatura de DF (5 °C) se observé que todos los frutos
presentaron un aumento significativo en el valor de a*, con valores entre -9.61 y -9.15
(Cuadro 7), que aun representan a una coloracion verde caracteristica en chile
morron (p<0.05).

Posterior al almacenamiento a temperatura baja, los frutos se dejaron madurar
durante 7 dias a 21 °C. Al final de este periodo no se observaron diferencias con

respecto al inicio del periodo de maduracioén ni entre los tratamientos (Cuadro 7).



Gonzalez-Aguilar y col (1998) reportaron un valor inicial de -9.54 en chile morrén
verde, el cual disminuyd a -3.23 en los frutos control tras haber sido almacenados
durante 28 dias a 8 °C. Esto difiere de lo reportado en el presente trabajo, ya que se
encontré que lo frutos control no presentaron un cambio significativo en este
parametro tras haber sido almacenados durante 21 dias a 12 °C mas 7 dias a 21 °C.

3) Angulo hue

El angulo hue o angulo de matiz se utiliza como una medicion del color ya que
resulta de la combinacion de los parametros a* (verde-rojo) y b* (azul-amarillo). El
valor del angulo de matiz para los frutos al inicio de la evaluacién fue de 131.05, el
cual resulté estadisticamente igual para todos los tratamientos a excepcion de los
frutos que recibieron el TH-3 min. Al final del periodo de maduracion tanto los frutos
provenientes del almacenamiento comercial (12 °C) como aquellos del dano por frio
(5 °C) disminuyeron el angulo de matiz, siendo 128.53 y 127.69, respectivamente
(Cuadro 7). Este cambio esta asociado a una disminucién en la intensidad del rojo
(a*), registrado en los frutos con TH por 3 min, y a un aumento de intensidad del
amarillo (b*) que corresponderia a la degradacion de la clorofila.

De manera general puede concluirse que el angulo de matiz se mantiene para
todos los tratamientos, lo que coincide con lo reportado por Lim y col (2007) que
mostro que frutos de chile morrén almacenados durante 28 dias a 5 y 10 °C
mantuvieron el tono de los frutos.

En un estudio realizado en frutos de lima se encontré que la inmersién a 47 °C
durante 2 y 4 min no tuvo efecto sobre el angulo de matiz, mientras que la inmersién
a 52 °C provoco una importante disminucion en el color, que fue asociada a que

estos frutos presentaron sintomas de dafo por calor (Pranamornkith 2009).
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3. Contenido de vitamina C

Los frutos de chile morrén presentan un contenido alto de vitamina C y es un
indicador de su calidad nutrimental. Segun datos reportados por la FAO (2003) el
contenido de vitamina C en chile morrén es de 128 mg/ 100 g de fruto fresco (ff),
cantidad que representa el 142% de la ingesta diaria recomendada y que es superior
a la presentada por otros frutos como naranja (53 mg), pifia (47 mg) y papaya (60
mgQ).

Al primer dia de evaluacién los frutos presentaron un valor de 100.06 mg vitamina
C/100 g ff (Figura 10). Al aplicar los tratamientos a 53 °C y dejar madurar por 7 dias
se observaron incrementos de vitamina C del 31 y 27% para los TH por 2 y 3 min,
respectivamente. Este incrementd por efecto del TH ha sido también reportado en
frutos como manzana y kiwi (Shahkoomahally y Ramezanian 2013; Sharma y col
2013) y puede deberse a que el tratamiento le da mas estabilidad a este compuesto
al inactivar enzimas como la ascorbato peroxidasa, lo que permite su acumulacién en
el tejido.

Cabe mencionar que el contenido de vitamina C de los frutos almacenados a 12
°C durante 21 dias mostraron valores cercanos a los 100 mg vitamina C/100 g ff
(Figura 10A); mientras que los frutos almacenados a 5 °C presentaron valores
cercanos a los 80 mg vitamina C/100 g ff (Figura 10B), a excepcion de aquellos
sometidos al tratamiento TH-1 min que presentaron valores superiores, esto podria
significar que estos frutos no sufrieron la disfuncidén celular que condujo a la pérdida
de vitamina C.

Los resultados del presente trabajo coinciden con lo reportado por Hodges (2003)

y Sanchez-Bel y col (2012), ya que reportan que frutos con DF presentan un dafio
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severo en peroxisomas, lo que ocasiona la liberacion de sustancias oxidantes que
deben ser inactivadas para restablecer la homeostasis celular, en dicho proceso el
acido ascorbico funciona como antioxidante y disminuye su concentracion.

Durante la maduracioén por 7 dias de los frutos almacenados a 12 °C se observo
una disminucién en el contenido de vitamina C en los tratados hidrotérmicamente
durante 2 y 3 min, registrandose valores inferiores a los encontrados para los frutos
control y los tratados por 1 min. Esta disminucion podria atribuirse a la aplicacion de
estos tratamientos hidrotérmicos, ya que en la evaluacion de color se observo que la
inmersion durante 3 min tuvo un efecto negativo al final del periodo de maduracion, y
aunque los frutos tratados durante 2 min no presentaron una pérdida de color, la
disminucion en este parametro podria indicar que estos frutos presentan indicios de
sobremaduracion.

En el caso de los frutos almacenados a temperatura de dafo por frio (5 °C), el
contenido de vitamina C no mostré cambios significativos al terminar su periodo de
maduracién, siendo los frutos control y los tratados durante 3 min los que
presentaron una mayor pérdida de vitamina C (Figura 10); lo que coincide con lo
presentado en la evaluacion de sintomas, donde presentaron mayor incidencia de
sintomas de dano por frio y calor (Figura 8), respectivamente.

En concordancia con lo presentado en este trabajo, Pranamornkith (2009) report6
que la incidencia de DF en frutos de lima tiene un efecto desfavorecedor sobre el
contenido de vitamina C; asimismo encontré que al aplicar el TH a 52 °C durante 2
min, ocasiond dafio por calor en el fruto y su contenido de vitamina C disminuyd

hasta en un 37%.



4. Parametros fisiolégicos
a. Lixiviacion de electrolitos
El porcentaje de lixiviacion de electrolitos es un parametro que permite evaluar la
integridad de la membrana, siendo un indicador de la resistencia que ofrecen las
células del fruto a la pérdida de iones en un medio enriquecido en manitol.

Como se observa en la Figura 11, el valor inicial de lixiviacion fue de 19.83%. Una
vez aplicados los TH, durante la maduracion se observé que el porcentaje de
lixiviacion no incrementd con respecto al dia cero, y de igual manera no se
encontraron diferencias con respecto al control. Esto indica que aun el tratamiento
mas severo no afectd este parametro durante su maduracion; coincidiendo con la
ausencia de cambios en color, firmeza y el contenido de vitamina C para el mismo
periodo.

Al transcurrir el almacenamiento comercial uUnicamente los frutos control
incrementaron significativamente la lixiviacion obteniendo valores de 23.18%,
registrandose diferencia estadistica con los frutos tratados por 2 y 3 min para el mismo
dia (Figura 11). Al concluir el periodo de maduracion de los frutos almacenados a 12
°C, todos los tratamientos se igualaron estadisticamente, llegando a un valor de
lixiviacion de aproximadamente 24%.

Con estos datos se puede aseverar que los TH por 2 y 3 min ayudaron a mantener
la integridad de las membranas de frutos almacenados a 12 °C. El retraso en el
aumento del porcentaje de electrolitos lixiviados a causa de la aplicacion de una
inmersion en agua caliente ha sido reportado en frutos de tomate, mango y granada,

donde la combinacion de tiempo y temperatura jugé un papel critico para evitar
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Figura 11. Lixiviacion de electrolitos en chile morron tratados hidrotérmicamente
(53 °C) (TH), por diferentes tiempos (1, 2 y 3 min), durante su almacenamiento a
12 °C (A) y 5 °C (B) mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Las barras
verticales indican la desviacién estandar. Letras minusculas diferentes (a, b, c) en

la mismo dia de evaluacion indican diferencia significativa (a=0.05).
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dafio en el tejido y una mayor lixiviacion (Nyanjage y col1999: Mirdehghan vy
Rahemi 2005; Cardenas-Torres 2013).

Un estudio transcriptomico revel6 que el TH en tomate indujo una sobre-
expresion de genes relacionados con la sintesis de trehalosa que fue asociada a la
reduccion en la lixiviacion de electrolitos (Cruz-Mendivil y col 2015). La trehalosa es
un azucar no reductor que se ha relacionado con la resistencia al estrés abidtico,
ejerciendo un potente efecto osmoprotector sobre las proteinas de la membrana.
Ademas se observd una disminucidén en la transcripcidon de diversos genes que
participan en la degradacion de la pared celular y de los lipidos de membrana
(Cruz-Mendivil y col 2015), evidencia que soporta el efecto positivo de la inmersion
en agua caliente como tratamiento poscosecha para mantener la integridad de la
membrana celular.

En el caso del almacenamiento a 5 °C, al dia 21 se observo un incremento en la
lixiviaciéon de electrolitos de los frutos control (25.68%) y de los sometidos a TH por
2 min (27.08%) y 3 min (30.49%) (Figura 11). En lo que respecta a los frutos TH
por 1 min (21.7%), la lixiviacion fue estadisticamente similar a los frutos del dia O,
resultado que concuerda con la evaluaciéon de sintomas de dafno por frio y con el
contenido de vitamina C. Este tipo de asociacién fue reportada previamente en
tomate (Cruz-Mendivil y col 2015), indicando que a menor desarrollo de sintomas
hay un menor porcentaje de electrélitos lixiviados.

Durante la maduracion a 21 °C, el porcentaje de lixiviacion soélo incrementd
para los frutos TH por 1 min, igualandose estadisticamente con el resto de los
tratamientos (Figura 11). Este resultado permite aseverar que este tratamiento
disminuye el efecto negativo del frio en la integridad de la membrana del chile

morron.
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En contraste con el incremento en la lixiviacion de los frutos tratados por 2 y 3
min y almacenados a 5 °C, el chile morron tratado de la misma manera pero
almacenado a 12 °C mostré una disminucion en la lixiviacion (Figura 11). La
causa probable de este resultado es que al combinarse los efectos de los TH (2 y
3 min) y el almacenamiento a temperatura de DF se obtuvo un efecto negativo
que podria traducirse en un mayor dafio que el causado unicamente por el DF.

b. Contenido de malonaldehido (MDA)

El contenido de malonaldehido (MDA) en frutos se utiliza como indicador de
dafio de las membranas celulares, esto debido a que el MDA es producto de la
oxidacion del acido linoléico presente en la misma (Hodges y col 2004).

En el primer dia de evaluacion, los frutos contenian 5.77 nmol MDA/ g ff
(Figura 12), este valor no fue afectado por la aplicacién del TH al dia cero ni al
transcurrir 7 dias a 21 °C.

De manera general, la aplicacion del TH no afect6 el contenido de MDA, pero
si los dias de almacenamiento, observandose una diferencia significativa hasta el
ultimo dia de evaluacidon. Al final de la maduracion los frutos alcanzaron el
maximo de MDA (7.55 nmoles/ g ff), representando un incremento del 30.8%.
Este valor contrasta con lo reportado para otros frutos como tomate y mango,
donde se presentan aumentos de hasta un 900% (Cardenas-Torres 2013;
Ramirez-Perales 2017). Estos frutos al final del almacenamiento registraron una
firmeza de 20 N, reflejo de una alta degradacion celular y que se manifiesta en el
incremento de MDA.

En el presente estudio, la menor firmeza registrada fue de 76 N, lo que se
asocia a una buena integridad celular, lo cual ayudaria a explicar porque el
contenido de MDA no incrementé como lo observado en frutos climatéricos como

mango y tomate.
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Figura 12. Contenido de malonaldehido (MDA) en chile morron tratado
hidrotérmicamente (53 °C) (TH), por diferentes tiempos (1, 2 y 3 min), durante su
almacenamiento a 12 °C (A) y 5 °C (B) mas un periodo de maduracién de 7 dias a
21 °C. Las barras verticales indican la desviacion estandar. Letras minusculas
diferentes (a, b, ¢) en la mismo dia de evaluacion indican diferencia significativa
(0=0.05).
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Estudios en frutos de mango mostraron que el contenido de acido linoléico se
reduce en etapas avanzadas de madurez, fendbmeno que no se presenta en frutos
de chile morrén (Martinez y col 2006; Deshpande y col 2016), este hecho podria
explicar porque el contenido de MDA no aumenta durante el almacenamiento de
chile morrén, ya que el acido linoléico es el principal precursor de este compuesto.

En concordancia con los presentado en este trabajo, Whitaker (1995) registro
que la composicion de los fosfolipidos de membrana de frutos de chile morrén
sometidos a DF (14 dias a 2 °C + 3 dias de 21 °C) no se modificaba, por lo cual
en chile morréon no se puede hacer una asociacion entre el aumento en el
contenido de MDA vy el desarrollo de DF.

5. Eleccién del mejor tratamiento hidrotérmico

Tomando en cuenta los parametros evaluados en esta etapa del trabajo, el TH
por 1 min a 53 °C resulté ser el mejor para inducir tolerancia al DF. Aunque este
TH no disminuy6 significativamente la pérdida de peso, fue el Unico tratamiento
que presentd diferencia significativa con respecto al control en la evaluacién de
sintomas de DF. De igual manera en la evaluacion de contenido de vitamina C y
lixiviacion de electrolitos se encontr6 un mejor efecto en este tratamiento.
Entretanto en la evaluacion de color y firmeza no se presentd diferencia con
respecto al control, este resultado resulta ser positivo, ya que este tratamiento fue
capaz de reducir la aparicion de sintomas sin alterar la coloracién natural del fruto.

Por lo tanto, el TH a 53 °C por 1 min fue utilizado para identificar los
compuestos fendlicos asociados con la induccién de tolerancia al dafio por frio en

chile morron.

74



B. SEGUNDA ETAPA
1. Perfil de compuestos fendlicos

a. Analisis cualitativo

El analisis por UPLC-DAD-ESI-MS mostré6 la presencia de diversos
compuestos fendlicos derivados del acido hidroxicinamico y de los flavonoides
luteolina y quercetina (Figura 13 y Cuadro 8).

En base al espectro de masas se identificaron 5 compuestos derivados del
acido cinamico (1-5), caracterizados por un espectro UV-Vis con una longitud de
onda maxima (Amax) @ 320 nm (Santon-Buelna y Gonzalez-Paramas 2014). El ion
cuasi molecular [M-H]~ del compuesto 1 present6é un valor de masa/carga m/z =
325 unidades (u), asi como la presencia de fragmentos del ion a m/z = 163 [(M-H)
—hexosa]” y 145 [(M-H) —hexosa —H20]" correspondientes al ion del acido p-
cumarico originado por la pérdida sucesiva de hexosa y agua, respectivamente,
por lo tanto el compuesto se identific6 como cumaroil-hexdsido (Cuadro 8); sin
embargo, este compuesto presentd un maximo de absorcion a 280 nm, que difiere
de lo reportado para derivados de acido cinamico como el acido cumarico (Jeong
y col 2011).

Morales-Soto y col (2013) reportaron la presencia en chile morron de un
derivado del acido cafeico unido con una hexosa a traves de un hidroxilo del anillo
aromatico; el espectro de absorcion de este compuesto presentd su Amax @ 280 nm
en lugar de la banda esperada a 320 nm. Por lo tanto podria sugerirse que la
molécula de azucar esta unida al acido cumarico a través de un grupo hidroxilo

del anillo aromatico.
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Cuadro 8. Datos cromatograficos, espectrales e identificacion de los picos mayoritarios de los extractos metandlicos desengrasados de chile

morron verde (cv. Coloso).

Pico TR (min) Amax (nm) [M-H] Fragmentos Identidad tentativa
1 14.63 280 325 163, 145 Cumaroil hexosido
2 14.91 312 341 179, 161 Cafeoil hexdsido
3 16.47 318 353 191,179 Acido clorogénico
4 17.71 324 355 193, 181 Feruoil hexdsido
5 20.03 325 385 223, 205, 190, 175 Sinapoil hexésido
6 25.54 269 336 609 463, 441, 301, 271 Quercetin-O-ramnosil O-hexdsido
7 26.99 269 333 447 357, 339, 327, 285 Orientina (luteolin-C-hexdsido)
8 28.11 269 332 665 621, 603, 469, 399, 369, 285 Luteolin-C-(malonil) hexésido C-pentdsido
9 29.15 255 343 579 447, 285 Luteolin-O-(apiosil) hexdsido
10 29.15 255 343 463 300, 271 Quercetin-O-hexésido
11 30.14 255 346 447 300, 271 Quercetin-3-O-ramnosido
12 30.77 250 346 665 621, 579, 489, 447, 285 Luteolin-O-(apiosilmalonil) hexdsido

RT: Tiempo de retencidon. Amax: Longitud de absorcién maxima. [M-H]": lon cuasi molecular.
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En los compuestos 2 y 3 se observé un fragmento de i6n de m/z = 179 u
asociado al ion del acido cafeico, ademas un i6n de 161 [(M-H) —H20]" originado
por la pérdida de agua caracteristica de compuestos derivados del acido cinamico
(Cuadro 8). El compuesto 2 presentd un ion cuasi molecular de m/z = 341 [M-H]~
y el fragmento de m/z = 179 [(M-H) -162]" debido a la pérdida de hexosa, por lo
que fue identificado como cafeoil hexdsido. En el caso del compuesto 3 se
observd un ion cuasi molecular [M-H]- con valor m/z de 353, asi como un
fragmento de ion a m/z = 191, el cual corresponde al acido quinico, por lo cual
este compuesto se identific6 como acido cafeoilquinico, también conocido como
acido clorogénico.

Para el compuesto 4 se observd un ion cuasi molecular [M-H]~ con valor m/z
igual a 355, y al igual que en el resto de los derivados glicosilados, se presenté un
fragmento de ion resultado de la pérdida de una hexosa [(M-H) —hexosa] = 193 y
una posterior pérdida de agua [ferulato —H20]" = 175, por lo cual se le asigné el
nombre feruloil hexdsido (Cuadro 8).

El compuesto 5 se identific6 como sinapoil hexdsido, presentd un ion cuasi
molecular [M-H]~ con valor m/z igual a 385 y una posterior fragmentacion a 223
[(M-H) —hexosa], 205 [sinapato —H20], 190 [sinapato —H20 —CHzs] y finalmente
175 [sinapato -H20 -2CHs] (Cuadro 8). En chile morron y otras especies del
género Capsicum ya se ha registrado la presencia de derivados del acido
cinamico (Materska y col 2005; Blanco-Rios y col 2011; Jeong y col 2011;
Morales-Soto y col 2013).

En el caso de los compuestos de tipo flavonoide, se identificaron 7 compuestos
(6-12) que presentan dos bandas UV caracteristicas, una en el rango de 250 a

270 nm y la otra entre 330 y 380 nm (Cuadro 8) (Santon-Buelna y Gonzalez-
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Paramas 2014). La Figura 14 muestra la nomenclatura utilizada para describir el
patrén de fragmentacion de este tipo de compuestos. Tres de los 7 flavonoides

fueron derivados de quercetina (6, 10 y 11), caracterizados por 3 fragmentos de
ion en el espectro de masas: 301 y 300 (Yo) y 271 (Yo —CH20) (Cuadro 8).

El compuesto 6 presentd un ion cuasi molecular de m/z = 609 [M-H]-, cuyo MS?
genera un fragmento de ion con m/z = 463 [(M-H) -ramnosa] y otro con m/z = 447
[(M-H) —hexosa] (Cuadro 8). Considerando que se observa tanto el fragmento
correspondiente a la pérdida de hexosa como al de la ramnosa, se puede concluir
que éstos estan unidos a posiciones diferentes en la aglicona. Por lo tanto, este
compuesto fue identificado como quercetin O-ramnosil O-hexdsido.

El compuesto 10 se identific6 como quercetin O-hexdsido, presentando un ion
cuasi molecular [M-H]- con un valor m/z = 579, asi como un fragmento de ion con

m/z = 300 (Yo) asociado a la pérdida de una hexosa (Cuadro 8).

El compuesto 11 se identific6 como quercetin 3-O-ramndsido empleando un
estandar comercial; este compuesto presentd un ion cuasi molecular [M-H]~ con
un valor m/z = 447 (Figura 15) y su MS? produjo dos fragmentos adicionales m/z
=300y m/z = 271. Este compuesto ha sido identificado en diferentes cultivares de
chile morrén (Jeong y col., 2011; Mikulic-Petkovsek y col 2013; Morales-Soto y col
2013).

Los flavonoides 7, 8, 9, y 12 se identificaron como derivados glicosilados de
luteolina, todos presentan el fragmento de ion caracteristico con un valor m/z =
285 (Cuadro 8). En frutos es raro encontrar derivados de luteolina pero son

comunes en hojas y cortezas (e.g. apio, tomillo y manzanilla) (Mann 1992).
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Figura 14. Nomenclatura de iones de flavonoides glicosilados

utilizada en la literatura (Jeong y col 2011).
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El compuesto 7 presentd un ion cuasi molecular [M-H]- con un valor m/z = 447,
que generd los fragmentos de ion con m/z = 357 (°3X"), m/z = 339 (%3X-H20), m/z
= 327 (°2X) y m/z = 285 (Y') (Cuadro 8). Estos iones se originan de la
fragmentacion parcial de una hexosa unida a la aglicona con pérdidas de m/z =
120 y m/z = 90 u. De acuerdo a esta informacion y comparando con lo reportado
por Jeong y col (2011), este compuesto se identific6 como orientina o luteolin-C-
hexosido.

El ion cuasi molecular [M-H]~ del compuesto 8 presentd un valor de m/z = 665
que se fragmenté para producir los iones m/z = 621 ([M-H] =CO2)", m/z = 603 ([M-
H] -CO2 —H20),, y m/z = 459 (°2X-) derivado de la fragmentacion parcial de la
hexosa unida al fragmento de m/z = 621, m/z = 399 generado de la pérdida de
(%“2A0) y (2A17), m/z = 369 proveniente de la pérdida de los fragmentos (®?A¢’) y
(“2Ar7), y finalmente m/z = 285 (Y-) (Cuadro 8). Comparando esta lista de
fragmentos con la reportada por Mikulic-Petkovsek y col (2013), este compuesto
fue identificado como luteolin-C-(malonil) hexdsido C-pentdsido.

El compuesto 9 presenté un fragmento cuasi molecular [M-H] con valor m/z =

579, que a su vez genero los iones m/z = 447 (Y1) explicado por la pérdida de una

apiosa, y m/z = 285 (Yo) correspondiente a la aglicona después de perder una

molécula de hexosa (Cuadro 8). Considerando la bibliografia y los datos
espectrométricos, el compuesto se identific6 como luteolin-O-(apiosil) hexdsido
(Jeong y col 2011).

El ion cuasi molecular compuesto 12 presentd un valor m/z = 665 (Figura 16) y
fue identificado como luteolin-O-(apiosilmalonil) hexédsido, que ya ha sido
identificado en diversas especies del genero Capsicum. La presencia del grupo

malonil fue confirmado por la presencia de un fragmento sumamente estable con
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un valor m/z = 621 [(M-H) —CO2], el cual describe una pérdida de un grupo

carboxilo caracteristico en acidos organicos (Marin y col 2004). La aparicion de un

fragmento de valor m/z = 579 confirmé la pérdida de un grupo malonil [(M-H) —
malonil]. Posteriormete de observé un fragmento a 447 (Y1) que corresponde a la
pérdida del grupo malonil y una apiosa, de igual manera se registré un fragmento

con valor m/z = 489 (®2X17), que corresponde a la fragmentacion parcial de este

glucosido. Finalmente, se detectod el fragmento de la aglicona (Yo) tras haber

pérdido una molecula de hexosa.

Resulta interesante que unicamente se identificaron flavonoides derivados de
agliconas con grupos hidroxilos en las posiciones 3’ y 4’ (quercetina y luteolina),
caracteristica que incrementa la actividad quelante de metales de transicion y
favorece la inactivacion de ERO (Hodges 2003).

b. Analisis cuantitativo

1) Derivados del acido cinamico

El Cuadro 9 muestra el contenido de derivados del acido cinamico en chile
morrén durante su almacenamiento a 21, 12 y 5 °C. Durante las primeras 2 h a 21
°C no se observo un efecto del TH sobre estos compuestos; al transcurrir 7 dias a
esta temperatura se observé un aumento en los compuestos 1, 2 y 5 para ambos
tratamientos, asi como una disminucion en el compuesto 3. La Figura 17 muestra
que el periodo de maduracion tuvo un efecto significativo al incrementar el
contenido total de derivados del acido cinamico, sin presentarse diferencia entre

tratamientos.
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Cuadro 9. Contenido de derivados del acido cinamico (mg/ 100 g ff) en chile morron tratado hidrotérmicamente (TH) durante su
almacenamiento a temperatura de maduracion (21 °C), de refrigeracion comercial (12 °C) y de dano por frio (5 °C).*

21 °C 12 °C 5°C
No. 2h 7d 21d 21d + 7d 21°C 21d 21d + 7d 21°C
codnip Control TH Control TH Control TH Control TH Control TH Control TH
1 0.158 0.136 0.271 0.199 0.177 0.243 0.341 0.501 0.18 0.125 0.302 0.426
£0.021gh +0.012h +0.002de +0.011f  +0.007fg +0.024 e +£0.009c +0.060a +0.010fg +0.010h +0.019cd +0.020b
2 0.023 0.021 0.035 0.033 0.02 0.031 nd. nd. 0.031 0.028 0.055 0.052
+0.001 e +0.001 e +0.001b + 0.001 bc +0.002 e + 0.003 cd +0.001cd +£0.002d +0.004 a +0.004 a
3 0.182 0.195 0.114 0.142 0.136 0.253 nd. 0.379 0.149 0.145 0.218 0.427
+0.002e +0.011e +0.004g +0.011f +0.010 f +0.013¢c +0.019b £0.022f  +£0.017f +0.009d +0.007 a
4 0.094 0.089 0.117 0.15 0.103 0.147 0.188 0.36 0.127 0.098 0.147 0.163
+0.004 e +0.010e +0.009de +0.006 bc +0.004 e +0.019cd +0.012b +0.050 a +0.007de +0.007e +£0.019cd +0.006 bc
5 0.064 0.047 0.162 0.19 0.157 0.233 0.437 0.806 0.067 0.073 0.745 0.874
+0.008f +0.002f +0.026de +0.029d +0.009de +0.016d +0.023c +0.121ab  +0.007f +0.012ef +0.098b +0.081a
Total 0.522 0.488 0.699 0.715 0.593 0.906 0.981 1.942 0.555 0.469 1.468 2.052
£0.017e $0.029e¢ +0.021d +£0.016d *0.030de +0.038c +0.044c *0.097 a +0.037e *0.042e +0.092b +0.242 a

* Letras minusculas diferentes (a, b, ¢) en la mismo renglén indican diferencia significativa (a=0.05).
nd.: Compuesto no detectado.
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Figura 17. Contenido de derivados del acido cinamico en chile morrén (cv.
Coloso) durante su almacenamiento a temperaturas bajas mas un periodo de
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(TH) de 53 °C por 1 min antes del almacenamiento. Las barras verticales
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diferencia significativa (a=0.05).
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Comparado con las muestras del dia cero, al final del almacenamiento a 12 °C
se observé en los frutos control un aumento en el compuesto 5 y una disminucién
en el compuesto 3, mientras que en los frutos con TH se tuvé un aumento en
todos los derivados del acido cinamico, presentandose un incremento de 63% en
el contenido global con respecto a los frutos sin TH. Al final del almanamiento a 5
°C se observo un aumentd en el compuesto 2 y una disminucion en el compuesto
3 para los frutos control y con TH. Cabe mencionar que no se observd un
aumento en el contenido global de derivados del acido cinamico en los frutos
almcenados a 5 °C (Figura 17).

Al finalizar el periodo de maduracion de los frutos almacenados previamente
12 °C se observd un mayor contenido de los compuestos 1, 4 y 5 en los frutos
controly 1, 3, 4 y 5 en los frutos con TH. Cabe mencionar que después de la
maduracién el compuesto 2 (cafeoil hexdsido) desaparecio tanto en los frutos
control como en los TH, y el 3 (acido clorogénico) soélo de los frutos control; este
hecho resulta interesante debido a que ambos compuestos son derivados del
acido cafeico (Cuadros 8 y 9).

Considerando el efecto del periodo de maduracion de los frutos almacenados a
temperatura de DF (5 °C), los frutos control y TH mostraron un mayor contenido
de todos los compuestos derivados del acido cinamico, a excepcién del
compuesto 4 en los frutos control. De manera general, el mayor contenido total de
derivados del acido cinamico se registr6 en los frutos almacenados en
refrigeracion (12 °C o 5 °C) y madurados, siendo los valores de los frutos con TH
(1.94-2.05 mg/ 100 gff) mayores que en los frutos control almacenados a 5 °C

(1.47 mg/ 100 gff) y 12 °C (0.98 mg/ 100 gff). Es importante resaltar que estos
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valores fueron mucho mayores que los registrados para los frutos que no fueron
almacenados en frio y madurados (control ~ TH ~ 0.7 mg/ 100 gff).

Estos resultados resultan muy interesantes debido a que de manera general
demuestran que por si solo, el estrés por frio (sin TH a 5 °C) genera un
incremento significativo en los compuestos derivados del acido cinamico con
respecto a los frutos almacenados a 12 °C sin TH. Este efecto fue potenciado al
someter a los frutos a estrés por calor (TH); sin embargo, el efecto combinado del
estrés por frio y calor no resulté ser aditivo o sinérgico (Cuadro 9).

El aumento en derivados del acido cinamico en los frutos sin TH a 5 °C con
respecto a los frutos sin TH a 12 °C puede deberse a que presentaron una mayor
incidencia en el ataques de hongos, datos que sugieren que el incremento podria
deberse a la respuesta del fruto hacia la infeccion; ya que estos compuestos son
precursores de la lignina, el cual es un polimero amorfo de la pared celular que
sirve como soporte y proteccion (Crozier y col 2006; Azcon-Bieto y Talon 2008).
Anteriormente en citricos infectados con Pencillium italicum 'y Penicillium digitalum
se reporté un incremento en el contenido de lignina (Nafussi y col 2001; Yun y col
2013).

2). Derivados de quercetina

Al transcurrir 2 h de la aplicacién del TH, el compuesto 6 no fue detectado,
pero el contenido se incrementd después de 7 dias a 21 °C (control ~ TH ~ 0.14
mg/ 100 gff); mientras que el compuesto 11 mantuvo valores estadisticamente
similares para todas las muestras evaluadas (0.73 — 0.80 mg/ 100 dff). En el
contenido total de derivados de quercetina no se observaron cambios (Cuadro 10

y Figura 18).
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Cuadro 10. Contenido de flavonoides (mg/ 100 gff) en chile morron tratado hidrotérmicamente (TH, 53 °C/ 1 min) durante su almacenamiento a
temperatura de maduracion (21 °C), de refrigeracion comercial (12 °C) y de dafio por frio (5 °C).*

21°C 12 °C 5°C
No. 2h 7d 21d 21d + 7d 21°C 21d 21d + 7d 21°C
de Control TH Control TH Control TH Control TH Control TH Control TH
comp.
Derivados de quercetina
6 0.078 nd. 0.139 0.14 0.135 0.184 0.275 0.373 0.111 0.102 0.201 0.482
+0.006 g +0.012f +0.012 f +0.009 f +0.005e +0.015¢c +0.011b +0.005 f £0.007g +0.006d +0.058a
1 0.797 0.782 0.725 0.746 0.784 0.927 1.026 1.167 0.669 0.75 0.875 1.019
+0.034cd +0.054cd +0.030de +0.098de +0.014cd +0.077b +0.010b +0.078a +0.025e +0.017de +0.037c +0.038b
Total 0.876 0.798 0.864 0.886 0.919 1.111 1.300 1.539 0.780 0.849 1.076 1.501
+0.040 de +0.054e +0.040de +0.109de *0.013d £0.077c *0.023b *0.085a +0.028e +0.023de *0.039c +0.061a
Derivados de luteolina
7 0.087 nd. 0.103 nd. 0.070 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.
+0.005 ab +0.007 a +0.001 b
8 0.051 0.025 0.073 0.068 0.046 0.164 0.300 0.14 0.06 0.045 0.192 0.35
+0.007 g +0.004 h +0.004 f +0.008 f +0.005 g +0.012d +0.014 b +0.006 e +0.011 fg +0.006 g +0.014c +0.005a
9+10 0.043 0.059 0.231 0.131 0.121 0.236 0.28 0.367 0.146 0.12 0.194 0.279
+0.011 f +0.008 f +0.014c +0.022de +0.009e +0.016 b +0.018b +0.078 a +0.019d +0.008e +0.006c +0.016b
12 0.688 0.68 0.628 0.677 0.59 0.918 0.931 1.003 0.635 0.604 0.988 0.985
+0.012b +0.064bc +0.037bc +0.015bc  +0.034c +0.063 a +0.039 a +0.115a +0.013bc +0.011bc +0.046a +0.046a
Total 0.805 0.724 1.035 0.866 0.824 1.308 1.500 1.499 0.831 0.758 1.363 1.603

0.110 e $0.034¢ +0.030d £0.029 e 10.052 e £0.090 c £0.050ab £0.107ab *0.016e $0.011e *0.039bc £0.050a

* Letras minusculas diferentes (a, b, ¢) en la mismo renglén indican diferencia significativa (a=0.05).
nd.: Compuesto no detectado
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Figura 18. Contenido de derivados de quercetina en chile morrén (cv. Coloso)
durante su almacenamiento a temperaturas bajas mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Los frutos recibieron tratamiento hidrotérmico
(TH) de 53 °C por 1 min antes del almacenamiento. Las barras verticales
indican la desviacion estandar. Letras minusculas diferentes (a, b, c¢) indican

diferencia significativa (a=0.05).
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En relacion a los frutos del primer dia de evaluacion, el almacenamiento a 12
°C incrementé la concentracion el compuesto 6. Al analizar los valores de los
frutos almacenados en refrigeracion y sometidos al periodo de maduracién y
contrastarlos con los de los frutos solamente almacenados a 21 °C/ 7 dias, el
contenido del compuesto 6 se incrementa tanto en los frutos almacenados a 12
°C como a 5 °C, siendo mayor en los frutos TH (0.37 — 0.48 mg/ 100 gff) que en
los control (0.20 — 0.28 mg/ 100 g ff) mientras que para las variaciones del
contenido del compuesto 11 se registré un patron similar (Cuadro 10).

Al contrastar los valores del contenido total de derivados de quercetina, la
maduracién o el tratamiento hidrotérmico por si mismos no incrementan los
valores (0.80 — 0.88 mg/ 100 g ff) y de manera general el almacenamiento en frio
tampoco genera una variacion (0.78 — 0.92 mg/ 100 g ff); sin embargo, la
aplicacién del TH en los frutos induce cambios metabdlicos que permiten que el
contenido se incremente por efecto del almacenamiento en refrigeracién (1.50 —
1.54 mg/ 100 g ff) (Cuadro 10).

En conconrdancia a lo presentado en este trabajo, Yun y col (2013)
reportaron que la aplicacién de un TH provoca la acumulacion de diferentes
compuestos derivados de quercetina como: quercetina-O-glucdésido y rutina en
frutos de naranja durante su almacenamiento comercial. De igual manera, Toda
y col (2011) encontraron una mayor acumulacion de flavonoles como quercetina
e isoramnetina en hojas de soya tolerantes al DF durante su almacenamiento a
temperaturas bajas. Adicionalmente en plantas de tabaco y frutos de fresa
resistentes a las temperaturas bajas se ha observado una acumulacion
importante de transcritos de la enzima flavanona 3-hidroxilasa (F3H) que cataliza

la reaccion que compromete a la naringenina (flavanona) hacia la sintesis de
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flavonoles como el kaempferol, quercetina y miricetina (Koehler y col 2012; Meng
y col 2015).
3). Derivados de luteolina

La resolucion cromatografica de los compuestos 9 (luteolin-O-(apiosil)
hexdsido) y 10 (quercetin-O-hexdsido) fue insuficiente. Estos picos fueron
cuantificados juntos como equivalentes de luteolina, debido a que se ha
reportado con anterioridad un mayor contenido de derivados de luteolina en chile
morrén, especialmente el cultivares verdes (Mikulic-Petkovsek y col 2013).

En los frutos almacenados solamente 2 h a 21 °C, el contenido de los
compuestos 7 y 8 disminuyeron en los frutos TH, de hecho el compuesto 7 no
fue detectado, y los compuestos 9+10 y 12 se mantuvo sin cambio. Después de
7 dias a 21 °C, el contenido del compuesto 7 se mantuvo como a las 2 h y el del
compuesto 8 se incrementd, encontrandose valores similares entre los frutos
control y TH; el contenido de los compuestos 9+10 también incrementd,
resultando 76% superior en los frutos control que en los TH; y el compuesto 12
se mantuvo sin cambio. Estos resultados nos indican que el compuesto 7
(orientina) fue afectado por el estrés térmico pero no por la maduracion, el
compuesto 12 luteolin-O-(apiosilmalonil) hexdsido no fue afectado por ninguna
de las condiciones; mientras que se registré un aumento para los compuestos 8
y 9410, resalta que el mayor aumento para el compuesto 8 fue en los frutos TH y
el de 9+10 en los frutos control (Cuadro 10). Considerando el contenido total de
derivados de luteolina (Figura 19), el unico valor significativamente diferente
(mayor) fue el de los frutos control, sugiriendo que la maduracion es un factor

dominante en el incrementd de derivados de luteolina.
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Figura 19. Contenido de derivados de luteolina en chile morron (cv. Coloso)
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diferencia significativa (a=0.05).
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Como se menciond, el compuesto 7 (orientina) es sensible al estrés por calor,
y también es sensible al almacenamiento en condiciones de DF, solo se detecta
en los frutos control almacenados a 12 °C (Cuadro 10).

Comparadas con los frutos almacenados a 21 °C/ 2 h, el almacenamiento en
refrigeracion (21 dias) no afecto el contenido del compuesto 8, solo se registro
un aumento significativo en los frutos TH almacenados a 12 °C. El contenido de
compuestos 9+10 se incrementd tanto en la muestras almacenadas a 12 °C
como a 5 °C; sin embargo, el incremento fue mayor en los frutos con TH a 12 °C
y en los control a 5 °C. El contenido del compuesto 12 se mantuvo después del
almacenamiento en frio (12 °C o0 5 °C) (Cuadro 10).

Al analizar el efecto combinado del almacenamiento en frio y del periodo de
maduracién en el contenido de derivados de luteolina y comparando con el de
los frutos almacenados a 21 °C/ 7 dias, el contenido de los compuestos 8, 9+10
y 12 se incrementd en todas las muestras con excepcion de los frutos control
almacenados 5 °C que mantuvieron un valor estadisticamente similar. EI mayor
contenido del compuesto 8 se registré para los frutos con TH almacenados a 5
°C, seguido del tratamiento control a 12 °C. Del compuesto 9+10, las muestras
TH tuvieron el mayor contenido, resaltando las muestras almacenadas a 12 °C.
Para el compuesto 12, todas las muestras tuvieron valores estadisticamente
similares; estos resultados muestran que el TH permitié tener una mejor
respuesta al almacenamiento en frio a 12 °C por 21 dias, que no fue notoria en
el almacenamiento en condiciones de DF. El contenido total de derivados de
luteolina siguidé un patron similar al descrito para el compuesto 12.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Yun y col (2013), quienes

encontraron que al haber transcurrido unicamente 2 h de la aplicacion de un TH
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se presentd un cambio importante en el perfil de metabolitos secundarios en la
cascara de naranja, teniendo un efecto muy marcado en compuestos derivados
de quercetina y el acido clorogénico. Este hecho nos indica que el TH puede
alterar relativamente rapido la fisiologia de los frutos a nivel del metabolismo
secundario.

Un estudio transcriptomico de mango con TH mostré la acumulacién de
transcritos clave para la sintesis de fendlicos (fenilalanin amonio liasa, chalcona
isomerasa y chalcona sintasa) en las primeras horas posteriores al TH, esta
acumulacion solo persistio por 17 h y puede asociarse a la generacion de
compuestos que proporcionan resistencia al fruto en etapas posteriores de
desarrollo (Luria y col 2014).

De manera general, la presente investigacion registra que derivados del acido
cinamico y flavonoides tienden a aumentar con el tiempo de almacenamiento. En
contraste, Materska y col (2015) y Jang y col (2015) encontraron en cultivares de
chile rojo que durante la maduracion el contenido de derivados del acido
cinamico aumentaban pero el de flavonoides descendia; esto debido a que los
flavonoides protegen a los cloroplastos contra los rayos UV antes de su
transicion a cromoplastos. Esto nos indica que el metabolismo de fendlicos en
cultivares verdes difiere de lo registrado para cultivares que cambian de color
con el proceso de maduracion.

c.Compuestos inducidos por la aplicaciéon del TH y asociados con la

tolerancia al DF

Para determinar el efecto del TH sobre los niveles de los diferentes fendlicos
se determind la relacion de concentraciones TH/control para cada compuesto y

dia de evaluacion (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Relacién TH/control (durante el mismo periodo de almacenamiento) del contenido de fendlicos en chile morrén (cv. Coloso).

21°C 12 °C 5°C
Compuesto
2h 7d 21d 21d + 7d 21°C 21d 21d + 7d 21°C

Cumaroil hexésido ns. 0.75 1.34 1.44 0.72 1.39
Cafeoil hexdsido ns. ns. 1.89 nd. ns. ns.
Acido clorogénico ns. ns. 1.93 ok ns. 2.00
Feruoil hexdsido ns. 1.28 ns. 1.91 0.77 ns.
Sinapoil hexdsido ns. ns. 1.36 1.76 ns. ns.
Quercetin-O-ramnaésil O-hexdsido * ns. 1.41 1.38 ns. 2.51
Orientina (luteolin-C-hexdsido) * * * nd. nd. nd.
Luteolin-C-(malonil) hexdsido 0.57 ns. 3.1 0.48 ns. 1.78
C-pentdsido

Luteolin-O-(apiosil) hexésido + ns. 0.59 1.87 ns. ns. 1.42
Quercetin-O-hexdsido

Quercetin 3-O-ramndsido ns. ns. ns. ns. 1.12 1.17
Luteolin-O-(apiosilmalonil) hexdsido ns. ns. 1.55 ns. ns. ns.

Las muestras fueron comparadas mediante la prueba t-student. (p < 0.05).
* Compuesto detectado unicamente en el tratamiento control. ** Compuesto detectado unicamente en el tratamiento hidrotérmico.
nd.: No detectado en ningun tratamiento. ns.: Diferencia no significativa entre tratamiento control y TH.
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A las 2 h de haber aplicado el TH, el contenido de luteolin C-(malonil)
hexdsido C-pentdsido disminuyd por efecto del TH. También se observé que los
compuestos orientina y quercetin-O-ramndésido-O-hexdsido no fueron detectados
en las muestras a las que se les aplicd el TH. Al transcurrir 7 dias a 21 °C se
observd una disminucion en el contenido de luteolin-O-(apiosil)
hexéxido+quercetin-O-hexdxido y cumaroil hexésido y un incremento en el
contenido de feruloil hexdsido.

Al dia 21 del almacenamiento comercial (12 °C) se observdé un efecto
importante en 9 de los 12 compuestos identificados (Cuadro 11). Los
compuestos luteolin-C-(malonil)-hexésido-C-pentdsido (x3) y acido clorogénico
(x2) fueron los que se acumularon en mayor medida. Al pasar los frutos de este
tratamiento a su correspondiente periodo de maduracion, 4 compuestos
estuvieron en mayor concentracion en los frutos TH, el acido clorogénico sélo
fue detectado en los frutos TH; mientras que la concentracién del luteolin-C-
(malonil)-hexdsido-C-pentdsido, que estuvo a una concentracion tres veces
superior en los frutos TH el dia 21, disminuy6 en los frutos TH al dia 21 + 7. Los
datos obtenidos en el almacenamiento comercial muestran claramente que el
estrés por calor modifica tanto el perfil de derivados del acido cinamico como de
flavonoides.

Frutos de mandarina tratados con TH incrementaron la expresion
transcripcional y traduccional de la enzima FAL (Sanchez-Ballesta y col 2000).
Este hecho podria explicar la acumulacion de compuestos fendlicos durante el
almacenamiento comercial, debido a que la FAL es clave en la movilizacién de
carbono hacia rutas metabdlicas responsables de generar esta clase de

compuestos. En concordancia con lo presentado en este trabajo, Sanchez-
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Rodriguez y col (2011) observaron en hojas de tomate que el estrés por calor es
responsable de la acumulacién de quercetin-3-O-hexdsido y rutina.

Para el almacenamiento a 5 °C, al dia 21 se observd una disminucion en el
contenido de cumaroil hexosido y feruloil hexdsido y un incrementd unicamente
en quercetin 3-O-ramnésido (Cuadro 11), el cual es uno de los compuestos
fendlicos mayoritarios. A diferencia del almacenamiento a 12 °C, durante el
almacenamiento a temperaturas de dano por frio no se observé un efecto del TH
tan marcado sobre el contenido de fendlicos especificos. Esto no significa
necesariamente que no hubo generacién de estos compuestos en este periodo,
la razén por la cual estos compuestos no se acumularon en el tejido podria
deberse a la presencia del estrés oxidativo, ya que son utilizados para
contrarrestar la proliferacion de radicales (Hodges 2003). Cabe mencionar que
en este dia de evaluacion aun no habia gran incidencia de sintomas y tampoco
se observo diferencia significativa entre el control y los frutos tratados.

Al transferir los frutos de un almacenamiento a temperatura de dafio por frio a
un posterior periodo de maduracion se observé que el mismo TH que logré
inducir tolerancia al DF, favorecié la acumulacién de 7 de los 12 compuestos
identificados, siendo quercetin-O-ramndsil-O-hexdsido y acido clorogénico los
que presentaron un incremento significativo; lo que sugiere que estos
compuestos estan asociados a la induccidon de la tolerancia al DF. Cabe
mencionar que el unico compuesto que se acumulo en los frutos almacenados a
5 °C fue quercetin-3-O-ramndsido, y el unico que se acumulé antes y después
del periodo de maduracién, por lo cual podria ser un marcador del desarrollo del

dafo por frio asi como de la induccién de tolerancia.
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Variaciones en el contenido de derivados de quercetina han sido
relacionadas previamente con la exposicidn a condiciones de estrés abidtico
(e.g., luz UV, estrés salino y temperaturas bajas) (Rhodes y col 1978; Clé y col
2008; Martinez y col 2016). Asimismo, la acumulacién en papa y camote de
acido clorogénico se ha relacionado con la tolerancia al frio, al registrar mayores
niveles de actividad de la enzima clave en la sintesis del acido clorogénico y una
mayor concentracion del compuesto (Rhodes y col 1978).

Al final del periodo de maduracion de los frutos tratados hidrotérmicamente y
almacenados a temperatura de DF se observoé una acumulacion importante de
compuestos fendlicos, similar a lo presentado en los frutos del almacenamiento
comercial. Esto nos indica que los frutos tratados podrian haber superado el
estado de disfuncién metabdlica presentada durante el almacenamiento a DF, lo
que permitid la acumulacion de estos compuestos al final del periodo de
maduracion.

2. Actividad antioxidante (AOX)

En la Figura 20 se observa la evaluacion de la AOX por el método de ABTS
de chile morrén durante su almacenamiento a 12 y 5 °C. Al dia 0 el TH
disminuy6 la actividad antioxidante, aunque no significativamente. Al transcurrir 7
dias a 21 °C, no se observo diferencia con respecto al dia 0.

Al analizar la AOX de los frutos almacenados a 12 6 5 °C por 21 dias, la
mayor actividad se registrd para los frutos almacenados a 12 °C sin presentarse
diferencia estadistica con los frutos control. Ahora bien, si analizamos los frutos
que fueron almacenados y luego madurados, la AOX se incrementd para todos
los tratamientos, presentdndose diferencia unicamente entre los frutos

almacenados a 5 °C. Si bien la evaluacién de AOX in vitro con un radical
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Figura 20. Actividad antioxidante evaluada por el método de ABTS en chile
morron (cv. Coloso), con tratamiento hidrotérmico (TH) a 53 °C por 1 min,
durante su almacenamiento a temperaturas bajas mas un periodo de
maduracién de 7 dias a 21 °C. Las barras verticales indican la desviacion
estandar. Letras minusculas diferentes (a, b, c) indican diferencia significativa

(a=0.05) en el mismo dia de evaluacion.
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sintético esta lejos de representar las condiciones in vivo, este analisis nos
puede brindar informacion sobre la habilidad y caracteristicas estructurales de
los compuestos aqui evaluados para donar atomos de hidrégeno y/o electrones
con el fin de inhibir el radical ABTS.

Todos los compuestos fendlicos identificados presentaron correlacion
significativa con la AOX por ABTS con excepcion de los compuestos cafeoil
hexésido y orientina (Cuadro 12). Las correlaciones mas fuertes siguieron el
siguiente orden: quercetin-O-ramnosil-O-hexdsido ~ cumaroil hexdsido >luteolin-
O-(apiosilmalonil) hexésido ~ sinapoil hexdsido ~ luteolin-C-(malonil) hexdsido ~
quercetin 3-O-ramnosido (r?2 = 0.78 — 0.75); mientras que si se consideran por
grupos de compuestos, la correlacion mas fuerte fue con los derivados de
luteolina (r? = 0.83) (Cuadro 12). Estos resultados coinciden con lo presentado
por diferentes autores (Jeong y col 2011; Afifa y col 2014; Moo-Huchin y col
2014), quienes han encontrado una correlacion positiva entre el contenido de
diversos compuestos fendlicos con la evaluacion de actividad antioxidante in
vitro.

Tras determinar la identidad de 12 compuestos fendlicos y cuantificar su
contenido en frutos de chile morrén se encontr6 una fuerte relacion de estos
compuestos con la actividad antioxidante, asi mismo se identificaron compuestos
fenodlicos especificos en los frutos de chile morrén con tolerancia inducida al
dafio por frio. Estos compuestos podrian estar inhibiendo el DF mediante la
eliminacién de las ERO, la quelacién de metales, entre otros posibles

mecanismos (Raghunath y col 2018).
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Cuadro 12. Coeficientes de correlacion de Pearson entre el contenido de
compuestos fendlicos individuales y la actividad antioxidante medida por el

método de ABTS.

No. de pico  Compuesto R?

1 Cumaroil hexdésido 0.782”

2 Cafeoil hexodsido -0.069

3 Acido clorogénico 0.387”

4 Feruoil hexdsido 0.607”

5 Sinapoil hexdsido 0.751”
Derivados del acido cinamico 0.748”

6 Quercetin-O-ramnosil O-hexdsido 0.784”

11 Quercetin 3-O-ramnosido 0.749”
Derivados de quercetina 0.813”

7 Orientina (luteolin-C-hexdsido) -0.228"s

8 Luteolin-C-(malonil) hexdsido 0.75”
C-pentdsido

9+10 Luteolin-O-(apiosil) hexdésido + 0.718”
Quercetin-O-hexésido

12 Luteolin-O-(apiosilmalonil) hexdsido 0.757”
Derivados de luteolina 0.831”

(”) Indica correlacion significativa (p < 0.05).
ns: Correlacion no significativa (p > 0.05).
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IX. CONCLUSIONES

El tratamiento hidrotérmico por 1 min a 53 °C indujo tolerancia al DF en chile
morron, los frutos tratados presentaron menor incidencia de sintomas de DF y
los mejores parametros de calidad e indices fisiologicos.

El perfil de compuestos fendlicos vario con las condiciones de tratamiento
hidrotérmico (TH) y de almacenamiento. Tanto el TH como el almacenamiento
en condiciones de DF afectaron la acumulacion de derivados del acido cinamico.
Los frutos con TH mostraron una mayor acumulacion de derivados de quercetina
y luteolina, compuestos que presentaron una correlaciéon fuerte con la actividad
antioxidante del tejido.

La tolerancia al DF en chile fue asociada principalmente a los compuestos
quercetin O-ramnésil O-hexdsido, luteolin C-(malonil) hexdsido C-pentdsido y
acido clorogénico. Asimismo, el quercetin 3-O-ramnésido soélo presento
acumulacion significativa en los frutos almacenados a temperatura de DF y
tratados hidrotérmicamente. Ademas, la orientina s6lo se detecté en los frutos

que no fueron expuestos a dafo por frio o que recibieron TH.
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Abreviaturas

~ Aproximadamente

a Alfa

B Beta

Abs Absorbancia

ANOVA Analisis de varianza

AOX Actividad antioxidante

ABTS Acido 2,2"-azinobis (3etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
C Control

CF Compuestos fendlicos

Col. Colaboradores

Cv. Cultivar

d Dia

DAD Detector de arreglo de diodos

DCPI 2,6-Dicloroindofenol

DF Dano por frio

e.g. Por ejemplo

ERO Especies reactivas de oxigeno

ESI lonizacién por electroespreado

FAL Fenilalanina amonio liasa

FAO Food and Agriculture Organization
FAOSTAT Base de datos de la FAO

F3H Flavanona 3 hidroxilasa

ff Fruto fresco

GLMC Grey Level Matrix Correlation

MDA Malonaldehido

MS-ESI Espectrémetro de masas con electroespreado
m/z Relacion masa/carga

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
nd No detectado

ns No significativo

N2(g) Nitrégeno molecular en fase gas

ppm Parte por millén
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PTFE

TBA
TCA

TH
UPLC-DAD

uv
\

% viv

Politetrafluoroetileno

Acido tiobarbitarico

Acido tricloracético

Tratamiento hidrotérmico

Cromatografia de ultra alta definicion con detector de arreglo
de diodos

Luz ultravioleta

Volts

Porcentaje volumen/volumen
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