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RESUMEN

El escaldado superficial (ES) es un importante desorden fisiologico en peras (Pyrus communis L.).
La etiologia del ES ha sido ampliamente investigada en manzanas, pero escasamente en peras.
Bioguimicamente,los compuestos 6-metil-5-hepten-2-ona (MHO), 6-metil-5-hepten-2-ol (MHOL),
antioxidantes del tipo fendlicos y algunos fitoesteroles han sido relacionados a ES en manzanas,
pero no en peras. El objetivo de este estudio fue identificar metabolitos (volatiles, semi-polares y no

polares) asociados a ES como futuros predictores de ES en peras cv. Packham’s Triumph.

El experimento fue realizado durante la temporada 2016/17 en peras cv. Packham's Triumph con
diferentes estados de madurez, cosechadas desde diferentes zonas productivas. La fruta fue
almacenada en frio convencional (FC; -1°C, >90% HR) por 210 dias, mas 14 dias a temperatura
ambiente (20°C) para determinar la incidencia de ES. De las peras se extrajo la piel a cosecha y de
diferentes momentos durante la guarda (15, 45, 180 y 210 dias) las que fueron congeladas a -80°C.
Posteriormente,fueron extraidoslos compuestos volatiles, semi-polares y no polares y luego
cuantificados mediante el uso de cromatografia gaseosa (GC-MS) y liquida (UHPLC-MS),
respectivamente. Analisis multivariados (PCA, PLS-DA) fueron utilizados para identificar
metabolitos asociados adiferentes niveles de incidencia de ES (0=sin a 4=>50% incidencia).
Durante los primeros 45 dias de guarda los trienoles Tc258 y Tc269 fueron significativamente
asociados al ES en las categorias de mayor incidencia (3-4) expresado a los 180 y 210 dias de
guarda mas 14 dias a temperatura ambiente. Posteriormente a los 180 y 210 dias de guarda la
epicatequina fue encontrada en mayor concentracion en fruta sin incidencia de ES, mientras que los
trienoles Tc 258 y Tc69, MHO vy la procianidina A2 fueron encontrados en mayor proporcion en
fruta con ES. Durante el desarrollo del escaldado superficial en peras, estarian participando
procesos oxidativos no enzimaticos durante la etapa de almacenaje en frio de la fruta y
paralelamente antioxidantes del grupo de las catequinas estarian relacionadas inversamente con la
expresion de ES, sin embargo, estas al final del almacenaje, durante la exposicién a temperatura

ambiente de la fruta, estarian participando en procesos de polimerizacion.

Palabras Claves: Escaldado superficial, peras, metabolitos.
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ABSTRACT

Superficial scald (SS) is an important physiological disorder in pears (Pyrus communis L.). The
etiology of ES has been widely researched in apples, but poorly in pears. Biochemically, the
compounds  6-methyl-5-hepten-2-one  (MHO), 6-methyl-5-hepten-2-ol (MHOL), phenolic
antioxidants and some phytosterols have been related to ES in apples, but not in pears. The aim of
this study was to indentify metabolites (volatile, semi-polar and non-polar) associated with SS in
order to identify potential predictors of SS onwinter pears. The experiment was carried out during
2016/17 season in pears cv. Packham’s Triumph with different maturity stages, harvested from
different growing conditions. The fruit was then stored in refrigerated rooms with regular
atmosphere (RA; -1°C, >90% Relative humedad) for 210 days. Superficial Scald assesement was
conducted after 180 and 210 day into storage plus 14 days at room temperatura (20°C). Fruit skin
was sampled at differents harvest and storage (15, 45, 180, and 210 days) times, and stored at -
80°C. Subsequently, the volatile, semi-polar and non-polar compounds were extracted and
quantified using gas and liquid chromatography (GC-MS; uHPLC-MS).

Multivariate analyzes (PCA, PLS-DA) were used to identify metabolites associated with different
levels of SS incidence (0= non damage to 4=>50% incidence). During the first 45 days of storage,
trienolsTc258 and Tc269 were significantly associated with SS in categories of highest incidence
(3-4) after 180 and 210 days of storage. At both time-points epicatechin was found in higher
concentration in fruit without SS, while T¢c258 and Tc269, MHO and procyanidin-A2 were found in
a higher amount in fruit with SS. On the other hand, catechins appear to be inversely related to the
expression of SS. However, these last parts of the storage, during exposure to the ambient

temperature of the fruit, will participate in the polymerization processes.

Keywords: Superficial scald, pears, metabolite.
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INTRODUCCION GENERAL

Las peras (Pyrus communis L.) cv. Packham’s Triumph ocupan 435,2 ha en Chile, la segunda en
importancia antecedida por Abate Fetel con 990,4 ha., con un total plantado de 9.000 ha. en Chile
(ODEPA, 2018). La pera ocupa el cuarto lugar de exportacion, con 130.000 ton en la temporada
2016/17 (ODEPA, 2018) y entre los cultivares, Packham’s Triumph ocupa el primer lugar en
volumen con 48.535 tons., seguida de Abate Fetel con 36.399 ton durante la temporada 2016/17
(ASOEX, 2017).

Los principales destinos de las peras chilenas son Rusia (13%), Holanda (10,4%), Italia (10,1),
Alemania (8%) y EE.UU. (7,6%) (ODEPA, 2018), la distancia de estos mercados obliga a Chile a
almacenar la fruta por un periodo en frio, en el cual se desencadenan desordenes como “bitter pit”,

escaldado superficial (ES), pudriciones, etc. (Alvear, 2003).

El escaldado superficial es el principal desorden fisiolégico en peras y manzanas, originado por el
estrés oxidativo, debido al extenso tiempo de exposicion de la fruta al frio (Ingle y D’Souza, 1989).
Los sintomas son manchas pardas sélo en la piel de la fruta (Anet, 1972). Las condiciones de
huerto, clima (Thomai et al., 1998) y susceptibilidad varietal inciden la manifestacion de ES, y de
igual modo, el estado de madurez fisioldgico del fruto a cosecha donde frutos mas inmaduros
expresan mayor incidencia de ES (Ingle y D’Souza, 1989). En peras, Zoffoli et al. (1998) encontrd
una relacién de ES con estados inmaduros en peras cv. Bartlett, luego Moggia et al. (2002) no
encontrd una relacion de ES con el estado de madurez en peras cv. Packhams Triumph y finalmente
la incidencia de ES fue relacionada con estados de avanzada madurez en peras cv. Packhams
Triumph (Calvo et al., 2015). Dado lo anterior, existe informacion poco consistente respecto del
estado de madurez sobre la incidencia de ES en peras, donde solo se conoce la susceptibilidad
varietal. Debido a que no existe consistencia del efecto de la madurez y huerto sobre la incidencia
de ES en peras, se propone el estudio de los metabolitos asociados directa e indirectamente
(antioxidantes, fitoesteroles y volatiles) a ES en post cosecha con el fin de identificar

biomarcadores que permitan predecir su aparicion temprano en la guarda.
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ESCALDADO EN PERAS (Pyrus communis L.)

SUPERFICIAL SCALD IN PEAR (Pyrus communis L.)

Antecedentes generales

El escaldado superficial (ES) es el desorden fisioldgico mas importante econdmicamente en paises
productores de manzanas y peras (Calvo y Colodner, 2014). Este es un desorden fisioldgico de post
cosecha que afecta la calidad de manzanas (Malus domestica Borkh), peras europeas (Pyrus
communis L.) y peras asiaticas (Pyrus serotina) (Soria y Recasens, 1997). A nivel mundial se
producen 22.516 mil ton de peras siendo China el principal productor y exportador con 16.140 mil
toneladas producidas, seguido por la Unién Europea con 2.386 mil ton. Chile ocupa el noveno
lugar en esta categoria con 262 mil toneladas producidas (World Fresh Pear Forescast, 2017). La
exportacion de peras es nuevamente liderada por China con 543 mil toneladas, ocupando Chile el
quinto lugar con 130 mil toneladas en la temporada 2016/2017 (World Fresh Pear Forecast, 2017;
Foreign Agricultural Service, 2018). Del total de la produccién mundial, el 10% de la fruta es
destinado a procesos agroindustriales, mientras que Chile destina un 24% a agroindustria (Foreign

Agricultural service, 2018).

Etiologia

El escaldado superficial es el principal desorden fisiol6gico en peras y manzanas, originado por el
estrés oxidativo debido al extenso tiempo de exposicion de la fruta al frio (Ingle y D’Souza, 1989).
El desorden se manifiesta en fruta almacenada por largos periodos a bajas temperaturas (mas de 2
meses a 1-4°C)( Watkins, 1993). Los sintomas son manchas superficiales de color pardo en la piel
de los frutos, abarcando de cuatro a cinco capas de células hipodermales (Watkins et al., 1995).En
peras la dindmica de aparicién de los sintomas varian dependiendo del cultivar en Bartlett las
manchas aparecen primero alrededor del caliz en la zona distal del fruto, y en peras cvs. D’Anjou y
Packham’s los sintomas aparecen en la zona proximal o pedicelar fruto (Zoffoli et al., 1998). Las
manchas sélo aparecen después de un periodo de 7 a 14 dias a temperatura ambiente (20°C) una vez
finalizado el almacenamiento. EI ES se desencadena de la oxidacion del a-farneseno (2,6-dimetil-10
metilen- 2,6, 11-dodecatrieno) (Anet, 1972) a compuestos volatiles sesquiterpenos presentes en la
cuticula de la piel de los frutos causando el pardeamiento tipico del desorden (Lurie y Watkins,
2012). El a-farneseno se acumula en la piel del fruto durante la madurez alcanzando su

concentracion mas alta a las 12 semanas de guarda (Barden y Bramlage, 1994) en manzanas (Chen
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et al., 1990; Isidoro y Almeyda, 2006; Whitaker et. al., 2009) y después de las 16 semanas en peras
(Calvo et al., 2015). Durante el almacenaje se incrementa la produccién de etileno y también la
expresion del gen de la a-farneseno sintasa, enzima responsable de la biosintesis de o-farneseno a
partir de geranil difosfato y isopentenil difosfato (Rupasinghe et al., 2000; Green et al., 2007),

aproximadamente 4 semanas antes de aparecer el metabolito (Pechous et al., 2005).

Algunos de los productos de la oxidacion del o -farneseno son los trienoles conjugados (Tc,
hidroperdxidos o endoperédxidos de farnesil) abundantes en las absorbancias a 258, 269 y 281 nm de
longitud. Estos trienoles se expresan como Tc258, Tc 269 y Tc281, los que finalmente derivan,
producto de continuas oxidaciones, a compuestos volatiles como acetalaldehido, formaldehido,
acetonas, metil etil acetona, piruvaldehido, 6-metil-5-hepten-2-ona (MHO) y 6-metil-5-hepten-2-ol
(MHOL). Sélo MHO ha sido correlacionado positivamente con la incidencia de ES (Anet, 1972;
Mir et al., 1999; Rudell et al., 2009), sin embargo, se han encontrados niveles muy bajos en la piel
de manzanas Granny Smith y muy altos en Cortland, ambos cultivares con altas incidencias de
escaldado (Mir et al., 1999). Por otro lado, los trienoles se acumulan posterior a la sintesis de a-
farneseno y no siempre sus concentraciones se correlacionan con ES en manzanas (Whitaker et al.,
2000).

En peras se han detectado a-farneseno en niveles similares a manzanas, mientras que los trienoles y
MHO en bajas concentraciones en la piel de la fruta (Larrigaudiere et al., 2004; Hui et al.,
2016).Por lo tanto, no solo MHO seria el responsable del pardeamiento, , continuas oxidaciones de
los trienoles, podrian afectar los lipidos de membranas de las células de la epidermis, provocando la
ruptura de las células epidérmicas, la oxidacion de fenoles y el pardeamiento caracteristico de ES
(Lurie y Watkins, 2012). Durante este proceso oxidativo, las fruta podria inducir resistencias, entre
las cuales la sintesis y acumulacién de antioxidantes en los tejidos epidermales a cosecha y durante
el almacenaje podrian estar reduciendo la susceptibilidad de la fruta a manifestar ES (Huelin, 1964;
Calvo et al., 2015; Zhao et al., 2016), asi como también, la composicion de los fitoesteroles en la
membrana celular), los cuales podrian estar participando de los procesos oxidativos (Rudell et al.,
2009), afectando la estabilidad de la membrana, siendo la causa probable de la muerte celular

durante la manifestacion de ES (Croteau et al., 2002).



Factores predisponentes

Zonas productivas
La mayoria de los estudios en relacion al efecto de zonas agrocliméticas sobre la incidencia de ES
han sido realizados en manzana. El clima ha demostrado tener una clara influencia sobre la
susceptibilidad al ES en manzanas, debido a la accion conjunta de diversos parametros como la
temperatura, la humedad relativa y la radiacion. En zonas de clima seco el riesgo de escaldado es
mayor que en climas humedos (Durédn, 1983). Barden y Bramlage (1994) observaron que
reduciendo la intensidad de luz desciende la concentracion de antioxidantes en la piel y aumenta la
susceptibilidad al escaldado. Merritt et al. (1961) fueron los primeros en evidenciar una menor
incidencia a ES cuando manzanas cv. Stayman se sometian a temperaturas inferiores a 10°C antes
de cosecha. El acondicionando de la fruta a baja temperatura en huerto mejoraba la tolerancia al
frio, incrementando los antioxidantes y fosfolipidos insaturados, provocado por una aclimatacion de
la fruta al frio y generando un mecanismo de proteccion para ES (Diamantidis et al., 2002). En el
afio 1989, Bramlage y Meir propusieron determinar la susceptibilidad de las manzanas a ES en
base a las temperaturas inferiores a 10°C antes de cosecha en 9 cultivares de manzanas, siendo
consistente s6lo en Cortland en 3 temporadas. Un modelo similar, basado en temperaturas inferiores
a 10°C acumuladas 42 dias antes de cosecha, fue desarrollado para manzanas cv. Staking Delicious
por Thomai et al. (1998) y validada por otros investigadores (Little y Taylor ,1981; Barden y
Bramlage, 1994; Diamantisdis et al., 2002), sin embargo pruebas del efecto de temperaturas a 10°C

en peras no han sido significativamente relacionadas a ES en peras.
Susceptibilidad varietal

Las variedades de peras mas susceptibles son Packham’s Triumph, Beurré D’ Anjou, Bartlett, Rocha
y Comice, entre otras, mientras que la variedad Williams y las bicolores son menos susceptibles
(Chen et al. 1990; Little y Holmes, 2000; Isidoro y Almeyda et al. 2006; Whitaker et al. 2009).
Peras Bartlett producidas en California fueron mas susceptibles a ES, con una rapida acumulacién
de a-farneseno y trienoles, temprana produccion de etileno en las dos temporadas de estudio
(2006-07) y una mayor incidencia de escaldado respecto a la fruta producida en Washington
(Whitaker et al., 2009).Sin embargo, este ultimo estudio no considerd variables ambientales, s6lo
considerando el avance en estado de madurez a través de la firmeza, etileno y tasa respiratoria.
Estudios sefialan que las diferencias en susceptibilidad al escaldado entre cultivares podria estar
determinado por diferencias en la concentracion de antioxidantes naturales en la piel del fruto (Meir
y Bramlage, 1988; Barden y Bramlage, 1994; Calvo et al., 2015).



Rol de los antioxidantes sobre el desarrollo de ES

Los antioxidantes mas abundantes en la piel de los frutos son los polifenoles, estructuras que se
caracterizan por poseer uno o mas anillos fendlicos. Estos polifenoles se pueden clasificar
dependiendo de los anillos fendlicos que tengan o de elementos estructurales que posean estos
anillos en &cidos fenolicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones et al.,
2012). Estos compuestos tienen como funcion bioldgica la defensa contra la radiacion UV vy la
defensa contra patdégenos (Ferretti et al., 2010). Los polifenoles presentes en las plantas son
antioxidantes importantes debido a sus elevados potenciales redox, los cuales les permiten actuar
como agentes reductores frente a radicales libres que se encuentren en el medio (Tsao y Yang,
2003). Los radicales libres son moléculas gue contienen en su Orbita externa uno 0 mas electrones
no pareados, los cuales pueden reaccionar con otras moléculas del medio (Andresen et al., 2006).
Un gran nimero de antioxidantes se encuentran en las manzanas, constituidos por &cidos
hidrocindmicos, flavan-3-oles o procianidinas, antocianinas, flavonoles y dihidroxi-chalconas. En
peras las cantidades de antioxidantes son menores respecto a las manzanas, encontrandose &cidos
fendlicos, flavonoles, flavan-3-oles y antocianinas (Kevers et al.,, 2011). Los principales
constituyentes de la piel de las peras son arbutin, acido clorogénico, catequinas y proantocianidinas
(Ranadive y Haard, 1971; Galvis et al., 2003; Yu et al., 2013). En general, en peras se han
identificados en cuticula de 16 tipos de peras (Pyrus ssp.) 34 flavonoides y 19 &cidos hidroxi-
cinamatos. Ambos cultivares, D’ Anjou y Packham’s presentaron significativamente mayor cantidad
de isorhamnetina-glucosidas y malonatos, y en menor cantidad quercetina glucosilada (Schieber et
al., 2001; Lin y Harnly 2008). ElI mayor constituyente antioxidante, en todos los cv. de peras, el
acido clorogénico (acido hidrocinamico) es el de mayor proporcion en el cv. D’Anjou. La
epicatequina fue el flavan-3-ol méas abundante en la piel, en mayor proporcion en peras Packham’s
y en minimas proporciones de D Anjou (Galvis et al., 2003). Los flavonoles en Packham’s estan en
mayor proporcion que en el cultivar D’Anjou. Packham's presentd mayores niveles de
isorhamnetin-rhamnosido-glucosido y isorhamnetina-glucosido (10,3mg/100g peso fresco),
mientras que D’Anjou presentd mayores niveles de Quercetina-3-O-rutinosido (5,5 mg/100 g peso
fresco) (Galvis et al., 2003). Arbutina es un flavonoide abundante en D’anjou mM&s que en
Packham’s con niveles de 81,7 y 72 mg/100g de peso fresco en piel respectivamente (Galvis et al.,
2003).

Con respecto a los niveles de acido ascérbico y acido dehidro-ascorbico en peras, ambos fueron
detectados en la piel y sélo deshidro-ascérbico en la pulpa de seis cultivares de peras (Coscia, Red

DAnjou, D’Anjou, Bosc, Packhams y Forelle). Packhams y D’ Anjou presentaron similares niveles



de &cido ascorbico, con 3,9 - 4,0 mg/100g de peso fresco respectivamente. Al comparar el aporte de
acido ascorbico a la capacidad antioxidante, en Packham’s, el acido ascorbico aportd solo un 18% a
la capacidad antioxidante, mientras que los fenoles aportan un 71%. En peras D anjou el acido
ascorbico aporté un 13% y los fenoles 71% a la capacidad antioxidante total (Galvis et al., 2003).
Al comparar los niveles de fenoles, acido ascorbico y capacidad antioxidante (ORAC) en 14 cvs. de
manzanas y 6 cultivares de peras en dos temporadas, 3 cosechas y 3 tipos de almacenaje, se
encontré que después de 1 semana de almacenaje el acido ascérbico su contenido se redujo en un
75%, mientras que los fenoles y la capacidad antioxidante se reducen en un 25% en la piel de la
fruta. Entre las temporadas, la variacion de estos compuestos es significativa, pero no asi entre
estados de madurez a cosecha (Kevers et al., 2011). Ademas, al comparar tecnologias de post
cosecha (atmdsfera controlada a 1°C y 1.5% O2; 2.0% CO2, vy ultra bajo oxigeno, 1°C, 0.9% 02y
1.2% CO2, ULO ), en donde a los 3 meses de guarda la condicion de ULO elevd los fenoles en un
50% (de 200mgCAE/100g peso fresco a 350mgCAE/100g peso freso) para luego disminuir,
mientras que el otro tratamientos siempre disminuyeron los fenoles en manzanas King Jonagold
(Kevers et al., 2011).

Del total de antioxidantes, hay un grupo de compuestos asociados a pardeamiento en vegetales.
Mathew y Parpia, (1971) reportaron a catequina, quercetinas en mayor proporcion y en menor
medida miricetina y kaempferol, los cuales en pequefias 0 grandes cantidades eran capaces de
manifestar pardeamiento en plantas. En el pardeamiento enzimatico en frutos, Mathew y Parpia
(1971) encontré que las catequinas son buenos sustratos para enzimas polifenoloxidasas. Para (+) -
Catequina, (-) epicatequina, y (-) epigalocatequina, el galato fue efectivamente oxidado por las
enzimas del té (Takeo, 1965). Entre las catequinas, las epicatequinas y las epigalocatequinas, las
catequinas fueron mas facilmente oxidadas que el resto (Netjei y Koeppan, 1961). Estudios de
pardeamiento, mostré que las quercetinas glucosiladas y la mitritrina no se oxidaron por las
polifenol oxidasas (Roberts y Wood, 1951). Miricetina y butina, sin embargo, se oxidaron a la
mitad de la velocidad que la catequina. Baruah y Swain (1959) demostraron que si bien la
polifenolesa de papa catalizé la oxidacion de quercetina, miricetin y luteolina, fue incapaz de oxidar
el 3-glucdsido de quercetina y miricetina, dado esto, Roberts y Wood (1960) propuso que la
estructura plana de las moléculas puede ser uno de los factores que determina la capacidad de un

flavonoide para funcionar como sustrato para polifenoloxidasas de plantas.



Rol del estado de madurez y etileno sobre el desarrollo de ES

Se ha demostrado que la susceptibilidad a ES en variedades de manzana esté influenciada por la
madurez a cosecha (Dilley, 1993; Girard y Lau, 1993; Patterson, 1993). Estudios sefialan que en la
manifestacion de ES se debe considerar el estado de madurez de la fruta mas que la época de
cosecha (Huelin y Coggiola, 1968; Watkins, 1993). Los indices de madurez para definir la cosecha
usados comunmente en peras incluyen firmeza de pulpa, el cambio del color de fondo (Hansen y
Mellenthin, 1980) y el test de almidon (Watkins, 2003), no asi el etileno, el cual no esta gatillado al
momento de cosecha en peras de invierno (peras que requieren de un periodo de frio para inducir su
madurez). El mejor indicador de madurez en peras, a cosecha y post cosecha es la firmeza de pulpa,
especialmente durante la guarda en frio (Hansen y Mellenthin, 1980; Zoffoli et al., 1998; Gil,
2012).

Altas incidencias de ES fueron encontradas con indices de almidén a cosecha menores a 5.3 (escala
del 1 al 7) en manzanas Starkrimson Delicious (Blanpied et al., 1991). En Granny Smith frutos
inmaduros a cosecha fueron mas susceptibles a ES (Anet, 1972).Ademas, Bramlage, (1993) agrega
que la susceptibilidad disminuye a medida que la fruta presenta un mayor estado de madurez en

manzanas.

Estudios de Zoffoli et al. (1998) demostraron que peras D’Anjou y Packhams de cosechas mas
tardias (firmezas de pulpa menores a 56N respecto a 68N a cosecha en peras D’Anjou) y 63N
respecto a 73N en Packham’s fueron més resistentes a ES, solo a los 120 dias de guarda y peras
Barttler fueron mas resistentes con estados mas inmaduros de la fruta. Sin embargo, Moggia et al.
(2005) no encontrd un efecto de las cosechas sobre la incidencia de ES en peras cv. Packham’s
Triumph. Contrario a lo anterior Calvo et al.(2015) mostré que peras del cultivar Beurré D’ Anjou
expresaron mayor incidencia de escaldado en estados méas avanzados de madurez. Ademas, la
incidencia de ES depende no s6lo de la produccion de etileno, sino que también de los cambios en
la produccién de o-farneseno, trienoles y al potencial antioxidante durante el almacenaje (Calvo et
al., 2015).

Biomarcadores de ES

Actualmente en peras, no existe un biomarcador para ES. El primer metabolito propuesto para
determinar la sensibilidad de manzanas (cvs. Cortland y Delicious) a escaldado superficial fueron
los trienoles conjugados. Los trienoles Tc258 y Tc281, ambos productos de la autocatalizacion del

o-farneseno y la catalisis de estos con especies radicales libres aumentan y consecuentemente



aumentd la manifestacion de escaldado en la fruta (Du y Bramlage, 1993). La relacion Tc258/Tc281
menor a 1 la fruta manisfesto ES, mejor relacionada a las cosechas tempranas. Lurie y Watkins
(2012) indicaron que cuando la relacion Tc258:Tc281 fue <1.0 la susceptibilidad a ES fue mayor.
Sin embargo, esta relacion entre los trienoles 258 y 281 solo puede ser cuantificada en el tiempo
después del segundo y tercer mes, proponiendo a T¢c281 como un indicador (Biomarcador) de ES en
manzanas cv. Granny Smith (Moggia et al. 2010). La inconsistente informacion del efecto de la
madurez de la fruta, asi como también el efecto de bajas temperaturas sobre la incidencia de ES en
peras, dejan al grupo de las peras susceptibles a ES sin estrategias para segregar la fruta susceptible
a cosecha y minimizar asi los recursos en tecnologias de post cosecha para los productores. Por lo
tanto, se hace necesario la busqueda de biomarcadores 0 modelos predictivos para ES en peras.
Otro biomarcador propuesto fue MHO, compuesto que fue inicialmente encontrado en muy bajas
concentraciones en manzanas con ES (Anet, 1972). Posteriormente Mir et al. (1999) identificaron
este compuesto 8000 veces alto en manzanas Cortland con ES respecto a manzanas aplicadas con
DPA. Sin embargo, Whitaker (2007) en un estudio en peras cv. D’Anjou identific6 a MHO en la
piel de la fruta, encontrandose en mayor proporcion en fruta con ES. Sin embargo, cuando
reprodujo el dafio, no obtuvo la expresion de sintomas de ES. Por lo tanto concluyo que MHO es
solo un subproducto volatil poco probable de ser el causante de la necrosis de ES.

Con respecto a posibles antioxidantes involucrados con ES, fue evaluado el potencial antioxidante
fenoles, a-tocoferol, ascorbato, glutation y carotenos (Anet, 1974; Barden y Bramlage, 1994),
donde ES no fue relacionado con ningin antioxidante en particular en manzanas. En peras, se ha
encontrado que ascorbato y glutation disminuyen muy rapido durante los primeros 20 dias de
guarda en peras cv. Conference, (Larrigaudiere et al., 2001). Posteriomente Calvo et al., (2018)
encontré que cuando el ascorbato disminuye a los 60 dias de guarda, un maximo de a-farneseno y
un incremento posterior de los Tc en peras Beurre D’Anjou, la incidencia de ES aumentaba, y
cuando la fruta era tratada con 1-MCP fueron observados. Cuando los niveles de ascorbato a los 20
dias fueron mayores, un menor contenido de a-farneseno y trienoles fueron cuantificados,
consecuentemente la fruta no desarrollo ES. Dado lo anterior, ascorbato cumpliria un rol importante

en evitar el desarrollo de ES.

Otros metabolitos asociados al desorden fueron identificados por Rudell et al. (2009) quienes
evaluaron cambios en los niveles de beta-sitosterol y campesterol conjungados en la piel de
manzanas durante el desarrollo de ES en el almacenaje. Estos compuestos tienen un rol en la
membrana plasmatica, en la permeabilidad (Schuler et al.1991), sin embargo, los niveles

encontrados en ambos compuestos en manzanas fueron estables (sin cambios) durante la guarda,



solo beta-sitosterol aumentando cuando la fruta era sometida a temperatura ambiente durante la

expresion de ES.

Actualmente en peras, no existe un biomarcador para ES, en este estudio se busca identificar
metabolitos asociados a escaldado superficial en etapas tempranas de la guarda de la fruta en frio.
Para ello se realizd el seguimiento de los niveles de metabolitos principalmente flavonoides,

volétiles y fitoesteroles durante el desarrollo de ES en peras cv. Packham’s Triumph.
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DETERMINACION DE METABOLITOS ASOCIADOS A ESCALDADO SUPERFICIAL
DURANTE LA POST COSECHA DE PERAS, PROVENIENTE DE DIFERENTES ZONAS
CLIMATICAS, ESTADOS DE MADUREZ Y TRATAMIENTOS DE POST COSECHA
(DPA Y 1-MCP)

DETERMINATION OF METABOLITES ASSOCIATED WITH SUPERFICIAL SCALD
DURING POSTHARVEST PERIOD IN FRUIT FROM DIFFERENT GROWING REGIONS,
HARVEST MATURITY, AND POSTHARVEST TREATMENTS (DPA AND 1-MCP)

RESUMEN

El escaldado superficial (ES) es un importante desorden fisiol6gico en peras (Pyrus communis L.).
La etiologia del ES ha sido ampliamente investigada en manzanas, pero escasamente en peras.
Bioguimicamente, los compuestos 6-metil-5-hepten-2-ona (MHO), 6-metil-5-hepten-2-ol (MHOL),
antioxidantes del tipo fendlicos y algunos fitoesteroles han sido relacionados a ES en manzanas,
pero no en peras. El objetivo de este estudio fue identificar metabolitos (volatiles, semi-polares y no

polares) asociados a ES como futuros predictores de ES en peras cv. Packham’s Triumph.

El experimento fue realizado durante la temporada 2016/17 en peras cv. Packham's Triumph con
diferentes estados de madurez, cosechadas desde diferentes zonas productivas. La fruta fue
almacenada en frio convencional (FC; -1°C, >90% HR) por 210 dias, mas 14 dias a temperatura
ambiente (20°C) para determinar la incidencia de ES. De las peras se extrajo la piel a cosecha y de
diferentes momentos durante la guarda (15, 45, 180 y 210 dias) las que fueron congeladas a -80°C.
Posteriormente, fueron extraidos los compuestos volatiles, semi-polares y no polares y luego
cuantificados mediante el uso de cromatografia gaseosa (GC-MS) y liquida (UHPLC-MS),
respectivamente. Analisis multivariados (PCA, PLS-DA) fueron utilizados para identificar
metabolitos asociados a diferentes niveles de incidencia de ES (0=sin a 4=>50% incidencia).
Durante los primeros 45 dias de guarda los trienoles Tc258 y Tc269 fueron significativamente
asociados al ES en las categorias de mayor incidencia (3-4) expresado a los 180 y 210 dias de
guarda mas 14 dias a temperatura ambiente. Posteriormente a los 180 y 210 dias de guarda la
epicatequina fue encontrada en mayor concentracién en fruta sin incidencia de ES, mientras que los
trienoles Tc 258 y Tc69, MHO vy la procianidina A2 fueron encontrados en mayor proporcion en
fruta con ES. Durante el desarrollo del escaldado superficial en peras, estarian participando
procesos oxidativos no enzimaticos durante la etapa de almacenaje en frio de la fruta y
paralelamente antioxidantes del grupo de las catequinas estarian relacionadas inversamente con la
expresion de ES, las cuales al final del almacenaje, durante la exposicion a temperatura ambiente de

la fruta participarian en procesos de polimerizacion.
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ABSTRACT

Superficial scald (SS) is an important physiological disorder in pears (Pyrus communis L.). The
etiology of ES has been widely researched in apples, but poorly in pears. Biochemically, the
compounds  6-methyl-5-hepten-2-one  (MHO), 6-methyl-5-hepten-2-ol (MHOL), phenolic
antioxidants and some phytosterols have been related to ES in apples, but not in pears. The aim of
this study was to indentify metabolites (volatile, semi-polar and non-polar) associated with SS in
order to identify potential predictors of SS onwinter pears. The experiment was carried out during
2016/17 season in pears cv. Packham’s Triumph with different maturity stages, harvested from
different growing conditions. The fruit was then stored in refrigerated rooms with regular
atmosphere (RA; -1°C, >90% Relative humedad) for 210 days. Superficial Scald assesement was
conducted after 180 and 210 day into storage plus 14 days at room temperatura (20°C). Fruit skin
was sampled at differents harvest and storage (15, 45, 180, and 210 days) times, and stored at -
80°C. Subsequently, the volatile, semi-polar and non-polar compounds were extracted and
quantified using gas and liquid chromatography (GC-MS; uHPLC-MS).

Multivariate analyzes (PCA, PLS-DA) were used to identify metabolites associated with different
levels of SS incidence (0= non damage to 4=>50% incidence). During the first 45 days of storage,
trienolsTc258 and Tc269 were significantly associated with SS in categories of highest incidence
(3-4) after 180 and 210 days of storage. At both time-points epicatechin was found in higher
concentration in fruit without SS, while Tc258 and Tc269, MHO and procyanidin-A2 were found in
a higher amount in fruit with SS. On the other hand, catechins appear to be inversely related to the
expression of SS. However, these last parts of the storage, during exposure to the ambient

temperature of the fruit, will participate in the polymerization processes.

Keywords: Superficial scald, pears, metabolite.
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INTRODUCCION

El escaldado superficial (ES) es el desorden fisiolégico mas importante econémicamente en paises
productores de manzanas y peras (Calvo y Colodner, 2014). El ES se manifiesta en la fruta
almacenada por largos periodos a bajas temperaturas (mas de 2 meses a 1-4°C) (Watkins et al.,
1995). Los sintomas son manchas superficiales de color pardo en la piel de los frutos, abarcando de
cuatro a cinco capas de epidermis (Watkins et al., 1995) y estas s6lo aparecen después de un
periodo de 7 a 14 dias a temperatura ambiente. En manzanas, el primer compuesto asociado a ES
fue el a-farneseno, descrito por Anet (1972) como el precursor del desorden. Producto de la
oxidacion del a-farneseno a compuestos volatiles, sesquiterpenos presentes en la cuticula de la piel
de los frutos, se gatilla el desarrollo del pardeamiento tipico del desorden (Lurie and Watkins,
2012). El a-farneseno se acumula en la piel del fruto durante la madurez, alcanzando su
concentracién mas alta luego de 12 semanas de guarda (Barden & Bramlage, 1994) en manzanas y
peras (Chen et al., 1990; Isidoro & Almeyda, 2006; Whitaker et. al., 2009; Calvo et al., 2015) sin
embargo, este compuesto estd indirectamente relacionado con el desorden. El etileno es otro
compuesto indirectamente asociado a ES, el cual durante el almacenaje incrementa su produccion y
a la vez induce la expresién del gen de la o-farneseno sintetasa, enzima responsable de la
biosintesis de a-farneseno (Rupasinghe et al., 2000; Green et al., 2007), aproximadamente 4
semanas antes de aparecer el metabolito (Pechous et al., 2005). Productos de la oxidacién del o-
farneseno son los trienoles conjugados (Tc, hidroperdxidos o endoperoxidos de farnesil) abundante
en las absorbancias de 258, 269 y 281 nm (Anet, 1972). Estos trienoles se expresan como Tc258,
Tc 269 y Tc281 por su abundancia en las longitudes de ondas antes descritas. Los trienoles han sido
directamente relacionados con la manifestacién de ES después de los 120 dias de almacenaje en
frio. Finalmente, los trienoles derivan, producto de continuas oxidaciones, en cetonas identificadas
como 6-metil-5-hepten-2-ona  (MHO) y 6-metil-5-hepten-2-ol (MHOL), encontrandose
positivamente correlacionada con la incidencia de ES (Anet, 1972; Mir et al., 1999; Rudell et al.,
2009), sin embargo al igual que los trienoles, su correlacion es al final del almacenaje. En peras se
han detectado a-farneseno, trienoles y MHO pero en muy bajas concentraciones en la piel de la
fruta (Anet, 1974; Rudell et al., 2009, Hui et al., 2016) y sus correlaciones con la incidencia de ES
han mostrado patrones similares a las manzanas pero s6lo después de los 120 dias de guarda (Calvo
et al., 2015; Hui et al., 2016; Calvo et al., 2018). El retraso de la manifestacion de ES en peras
podria estar condicionado por el etileno y a resistencias naturales, proponiéndose a los antioxidantes
presentes en los tejidos epidermales al momento de cosecha y durante el almacenaje como

responsables de ello (Huelin, 1964; Calvo et al., 2015; Zhao et al., 2016). Incluso la susceptibilidad
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al escaldado que se observa entre cultivares podria estar determinado por diferencias en la
concentracion de antioxidantes naturales en la piel del fruto (Meir and Bramlage, 1988; Barden and
Bramlage, 1994; Calvo et al., 2015). Los antioxidantes a-tocoferol, ascorbato, glutatién, algunos
fenoles y carotenos (Anet, 1974; Barden y Bramlage, 1994) fueron evaluados en manzanas, donde
ES no se manifiesta si el contenido de antioxidantes previene o mantiene la autoxidaciéon de a-
farnenseno limitada. En peras cv. Conference se ha encontrado que el ascorbato y glutatién
disminuyen muy rapido durante los primeros 20 dias de guarda (Larrigaudiere et al., 2001).
Posteriormente Calvo et al. (2018) encontrd una reduccién del ascorbato a los 60 dias de guarda,
un maximo de a-farneseno y un incremento posterior de los Tc en peras cv. Beurre D’ Anjou, con
un consecuente aumento de la incidencia de ES. Opuesto a esta condicion, fruta fue tratada con 1-
MCP aument6 los niveles de ascorbato y redujo el contenido de o-farneseno y trienoles, con una
ausencia de ES en la fruta. Dado lo anterior, el ascorbato cumpliria un rol importante en la

prevencion del ES.

Otros metabolitos asociados al desorden fueron identificados por Rudell et al. (2009) quien evalu6
cambios en los niveles de beta-sitosterol y campesterol conjugados en la piel de manzanas durante
el desarrollo de ES en almacenaje. Estos compuestos tienen un rol en la membrana plasmatica, en
la permeabilidad y fluidez (Schuler et al.,1991), sin embargo, los niveles encontrados de ambos
compuestos en manzanas fueron estables (sin cambios) durante la guarda, solo aumentos de beta-

sitosterol-glucosilado con la expresién de los sintomas de ES.

Un gran namero de metabolitos han sido asociados a ES en manzanas, sin embargo en peras la
manifestacion del desorden sigue patrones diferentes que aun no han podido entenderse,

dificultando el uso de controles efectivos contra el desorden.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El estudio se realiz6 en tres zonas climaticas diferentes. La primera, “San Fernando” se considero
una zona fria por su acumulacion de dias grados (GDA, en base 10°C desde el 1 octubre al 28
febrero) en promedio de 950, ubicada en la precordillera, colindante con el rio Colchagua,
representada por su huerto Talcarehue. La segunda “Molina”, zona calida por sus 1300 GDA,
localizada en el valle central con 2 huertos El Pirhuin 11 y 3, la diferencia de los huertos 3y 11 es
gue este Ultimo se encuentra a | orilla de un estero, con bruma matinal e historial de eventos de
granizo durante el periodo estival. La tercera zona fue “San Clemente”, huerto “Agrofruta”, con
1150 GDA, zona intermedia, localizada en el valle central 150 km mas al sur de Molina. La
informacién climatica fue extraida de la estacion meteoroldgica Agromet. Todos son huertos
comerciales, con Optimos manejos en precosecha. Ademas fueron incorporados las horas frio
acumuladas (HFA) 45 dias antes de la fecha de floracion (respecto a cosecha temporada anterior),

los indices bioclimaticos fueron calculados de acuerdo a la metodologia de Stanley et al. ( 2000).

Huerto Localizacion Comuna GDA>10°C HFA<10°C
G) (H)
Talcarehue 34°38'16.58"S,70°53'11.63"O | San Fernando 950 33
Pirhuin 11y 3 | 35°2'27.47"S,71°157.76"0O Molina 1300 16
Agrofruta 35°35'12.61"S,71°28'56.02"0O | San Clemente 1150 8

En cada huerto se cosechd peras (Pyrus communis L.) cultivar Packham’s Triumph. La fruta
cosechada desde 10 arboles homogéneos en carga y vigor por huerto, fue separada al azar en 3
repeticiones. Cada cosecha fue realizada 7 dias antes de cosecha comercial (dato histérico de cada
huerto), a cosecha comercial y 7 dias después de cosecha comercial. EI marco de plantacion en los
tres huertos fue de 2,5 x 4 m teniendo un total de 1.000 plantas/ha. y una orientacién de hileras de
Este a Oeste. Todos los arboles estan conducidos sobre eje central con una altura de 3 metros con

riego californiano o tendido.
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Experimento

El ensayo considerd varios factores entre estos 3 zonas productivas, 3 estados de madurez a
cosecha, 5 puntos de muestreo de metabolitos durante el almacenaje (0, 15, 45, 180 y 210 dias) y 3
tratamientos de post cosecha (difenilamina, DPA; dosis 1.000 ppm) y 1-metilciclopropeno
(Smartfresh®; 1-MCP 320 ppb) al momento de cosecha. Como testigo fruta sin tratamiento. Las
evaluaciones de ES fueron a los 180 mas 14 dias a temperatura ambiente y a los 210 dias més 14
dias a temperatura ambiente. El sistema de guarda fue frio convencional (FC) a -1°C y una humedad
relativa superior al 85%. La fruta se almacen6é embolsada (plastica con 9% de perforaciones) en

cajas plasticas de 18 kilos.
Tratamientos de post-cosecha

Las aplicaciones de post cosecha fueron realizadas al momento de cosecha. El volumen de fruta
tratada fue de 600 frutos por huerto y al momento de cosecha (1.800 frutos en total/huerto). Cada
tratamiento fue individual, con DPA en una dosis de 1.000 ppm, 1 amino ciclopropeno (1-MCP) a
una dosis de 320 ppb y un tercer tratamiento correspondi6 a fruta sin tratamiento (Control).

DPA: las aplicaciones de DPA (1000 ppm) fueron realizadas mediante inmersion por 1 minuto en
una solucion acuosa. La fruta fue escurrida en mallas para eliminar el exceso de solucion, y al cabo
de 2 horas los frutos secos fueron ubicados en bandejas plasticas de 18 kilos para su posterior

almacenaje en frio.

1-MCP: la aplicacion de este compuesto (Smartfresh®) fue de forma volatil, la fruta se ubica en una
camara de 0,62 m?, luego una dosis de 320 ppb de formulacién 1-MCP se mezclan con10mL de
agua tibia (a 35°C) , se sella la camara y mediante agitacion se liberé el gas de 1-MCP dentro de la
camara generandose una concentracion de 320 ppb. El gas debi6 hacer accidn por 24 horas, antes
de abrir la camara. Posterior al tiempo de aplicacion la cdmara fue abierta y la fruta fue puesta en

bandejas para almacenarlas en frio convencional.

Evaluaciones
a) Indices de madurez
Los indices de madurez evaluados fueron masa (g) y diametro (cm) a cosecha, ademas de la

concentracion interna de etileno (CIE, ppm), color de piel (a, b, L, Hue), firmeza de pulpa (Ib) y el

test de almidon (escala 1-6). En cada monitoreo se evaluaron 4 repeticiones de 5 frutos cada una

16



por condicion. La masa fue registrada en una balanza digital (Ohaus, modelo Scout Pro SP60,
Nueva Jersey, USA) y los datos expresados en gramos. El didmetro fue medido en la zona
ecuatorial del fruto con un pie de metro (Vernier Caliper 150x0,05 mm) expresado en mm. La
concentracion interna de etileno consider6 3 repeticiones de 3 frutos cada una, para ello se extrajo 1
ml de gas de pulpa en cada lado del fruto, en la zona ecuatorial y fue inyectado en un cromatdgrafo
de gases (Hewlett Packard 5890, Serie 1), a una temperatura del inyector a 150°C, por una columna
C-18 HP, por 2 minutos a una temperatura de horno de 80°C segin metodologia de Moggia et al.
(2007), expresado en ppm. El color de piel (L/a*/b*, Hue) fue medido con un colorimetro (Minolta
Crometer CR-200b), en lados opuestos de la zona ecuatorial de la pera, registrando los valores de a
(caracter rojo a verde, en ausencia de amarillo o azul), b (caracter amarillo a azul, en ausencia de
rojo o verde) y angulo Hue representando el color (Hunter, 1942; Little, 1975). La firmeza de la
pulpa fue evaluada en la zona ecuatorial de lados opuestos del fruto, mediante un presionémetro
digital Fruit Tester Analizer (FTA, modelo Guss GS-14, SA) con un vastago de 9 mm de diametro,
los valores expresados en libra (Ib).Finalmente, el test de almidén fue realizado en un corte
transversal de la fruta en la zona ecuatorial, luego de 10 minutos después de la aplicacion de una
solucion de Lugol (solucion de 1,2% yodo con 2,4% yoduro de potasio) el nivel de degradacion de
almidon fue evaluado utilizando una tabla de referencia comercial para peras cv. Packham’s

Triumph en una escala numérica de 0,5 (degradacién nula) a 6 (degradacion maxima).

b) Metabolitos

b.1. Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles fueron extraidos y cuantificados usando los métodos de Ferreira et al.
(2009), Rudell et al. (2009) y Hui et al. (2016), este altimo modificandose para una extraccion de
compuestos mediante micro-extraccion de fase sélida (SPME). Para el método de SPME se utilizd
una fibra de polidimetilsiloxano 100 um PDMS (cddigo 57300-U Sigma Aldrich, MO, USA)
permitiendo extraer los compuestos de la muestra por medio de adsorcion por 30 minutos del tejido
congelado, triturado y calentado a 35°C en agitacion constante en una solucidn salina saturada (Hui
et al., 2016). Se inyect6 la muestra en un cromatografo Focus GC (Thermo Scientific, MA, USA)
con una columna Rxi®-5Sil MS de 30m x 0,25mm (Restek PA, USA) con un detector masa
selectiva DSQ Il simple cuadropolo (Thermo Scientific, MA, USA). Las condiciones fueron
ajustadas de acuerdo a las descrito por Rudell et al. (2009) y Hui et al (2016) se optimizo el rango
de lectura de masas 100 a 600 m/z, en una rampla de 20 min, de 50 a 250° C, con un tiempo de

desorcién de 5 min a 350 °C. Se utilizaron los estandares de cis-o-farneseno, 6-metil-5-hepten-2ona
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y 6-metil-5-hepten-2-ol (Sigma Aldrich, MO, USA) en metanol (Merck® grado LC-ms) en
concentraciones de 4,2 a 114 ng/uL, 2,8 a 84,4 ng/uL y 4,3 a 115ng/uL, respectivamente. Otro
grupo de volatiles fue identificado utilizando la libreria NIST-msms (Mass Spectrometry Data
Center, MA, USA), incorporada en el software Xcalibur 3.0.63 del sistema GC-MS. Los resultados
fueron expresados en Abundancia relativa (Abun.Rel.), usdndose un estandar interno para todas las

muestras.

b.2. Fitoesteroles

De acuerdo al método descrito por Rudell et al. (2011), se extrajeron fitoesteroles, pesando 500 mg
de piel, usando 10 pL de colesterol como estandar interno a una concentracion de 1mg/100mL
(Sigma Aldrich, MO, USA) con un volumen de 0,71 mL de acetona/0.2M HEPES (pH 7,7) (Sigma
Aldrich, MO, USA) y todo en oscuridad. La muestra fue agitada(Vortex Mixer SI 200 MRC, FRA,
Alemania) y centrifugada por 15 segundos a 2.000 g (PrimsR C 2500, Labnet International, NJ,
USA). El sobrenadante fue separado (Extracto 1) y nuevamente se adiciond 0,71 mL de
acetona/0,2M HEPES (pH 7,7) al pellet agitandose y centrifugandose por segunda vez. El segundo
sobrenadante (Extracto 2) fue adicionado al primer extracto. El pellet fue lavado con 0,7mL de
acetona 2 veces y luego extraido nuevamente con 0,75 ml de hexano puro. Luego de una
centrifugacién por 30 segundos a 13.000 g, el extracto de hexano fue agregado a los extractos 1y 2
y agitados, posteriormente fue secado con nitrégeno gaseoso la fase superior (hexano). La muestra
luego fue reconstituida utilizando 250 pL de acetona y filtrada con una membrana de teflén (PTFE)
@ 50 mm 0,45 pum. Diez pL de muestra fueron inyectados en un cromatografo liquido de ultra
presion Thermo Dionex, modelo Ultimate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA) con una columna
Chromolith® Performance RP-18e (4,6 x 100 mm) fase revesa monolitica (Merck, NJ, USA) con
detector de masas Orbitrap LC-MS (Thermo Scientific, MA, USA). La inyeccién fue conducida en
una fase mavil al 80%de metanol(A) y 100% etanol (B) en un gradiente de 0 a 100% B en 20
minutos. Las condiciones fueron una ionizacién positiva de 0,5KV en HESI, a una temperatura
capilar de 420°C, un flujo de 0,250mL/min en gas Nitrégeno 35 unidades y un barrido de 90 a 1200
m/z. Se realizaron curvas de calibracién utilizando los estandares de p-sitosterol y campesterol en

un gradiente de concentraciones de 80 a 240 ng con 6 diluciones. Los datos fueron expresados en

ng-100g peso fresco™.
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b.3. Fenoles

La extraccion de flavonoides fue realizada segin Rudell et al., (2009). 350 mg de piel de pera
fueron homogenizados con 5 mL de metanol al 75% (Merck, NJ, USA) y 100 uL de naringenina a
una concentracion de 6mg/100mL (estandar interno, Sigma Aldrich, MO, USA). Posteriormente,
fue centrifugado el extracto (Prims R C2500, Labnet International,NJ, USA) durante 10 minutos a
2.000 g. El sobrenadante y 20 mL de agua grado HPLC (Merck, NJ, USA) fueron homogenizados
para luego fijar los fenoles en una columna de extraccion de fase solida (SPE) Bon Elut C18
(Agilent Tecnologies, CA, USA) previamente hidratada. Finalmente, los fenoles fueron eluidos con
n-propanol grado HPLC (Merck, NJ, USA). EIl extracto fue concentrado con nitrégeno gaseoso y
reconstituido en 200 uL de metanol grado HPLC, para ser inyectado (1 uL) a un sistema
cromatografia liquida de ultra presion con detector de masas (UHPLC-MS) Thermo Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA) equipado con una columna Water C18 (Water Corp.,
MA, USA) y un detector de masas Orbitrap simple cuadropolo (Thermo Scientific, MA, USA). La
fase mavil utilizada fue de 85% acetonitrilo con 5% é&cido formico y en agua (Solucién A) y 85%
metanol y 5% acido férmico y en agua (Solucion B) en un gradiente de 0 a 100% B a los 24
minutos. Se utiliz6 una ionizacion positiva de 2,5KV en HESI, con una temperatura capilar de
340°C, un flujo de gas Nitrogeno 35 unidades, con un barrido de 90 a 1200 m/z. Se realiz6 una
curva de calibracion de 25 estandares (Cuadro 1) en concentraciones promedio de 2 a 80 ng/uL. Los

resultados se expresaron en pg-100g peso frescolde tejido.
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Cuadro 1. Compuestos, tiempo de retencion (RT) y masa ion analizados con cromatografia de gas

masa y UHPLC masa, usando libreria NIST-msms y estandares analiticos extraidos de peras cv.

Packham’s Triumph.

Tipo de Compuesto Tiempo m/z

compuesto retencién

Fitoesteroles Campesterol 23,06 413,22
beta-sitosterol 6,32 368,30

Esteres -Copaeno 13,01 204,36
6-metil-5-hepten-2-ona (MHO) 7,51 126,60
6 metil-5-hepten-2-ol MHOL) 7,61 128,21
(E,E)-a-farneseno 13,70 204,36
(Z,E)-a-farneseno 14,51 204,35
Cadina-1 (10) (4-diene) 14,51 204,35
n-butil acetato 4,46 116,16
Etil-trans-cis-2,4 decadienoato (cis-3-hexanal) 13,94 196,29

Fenilpropanoides Apigenina (Flavona) 16,05 268,23
Apigenina-7-O-glucosido 17,69 431,14
Arbutina (Hidroquinona glucosilada) 0.60 292,04
Catequina (Flavonol) 1.05 290,26
Cianidina (Flavonoide) 1,75 287,02
Daizeina (Isoflavona) 7,00 255,04
Epigalocatequina-3-O-galato (Flavanol) 1,33 459,14
Epicatequina-3-O-galato (Flavanol) 2,78 443,05
Epicatequina (Flavanol) 1,30 291,06
Hiperésido (Quercitina-3-O-galactosido) 2,73 465,05
Ideaina (Cianidina-3-0-galactosido) 0,60 489,05
Isorhamnetina-3-O-glucosido (Flavonol-metilado) 18,72 478,27
Isorhamnetina-3-O-rutinosido (Flavonol-metilado) 4,43 479,07
Kaempferol (Flavonol) 19,17 284,30
Kaempferol-3-O-rutinosido (Flavonol glucosido) 4,02 595,10
Kaempferol-3-O-glucosido (Flavonol glucosido) 4,63 449,06
Quercitina (Flavonol glucosilado) 7,86 303,02
Quercitrina (Quercitina-3-0O-glucosido) 18,76 447,15
Procianidina A2 (polimero de flavonol) 3,06 577,07
Rutina (Quercitina-3-rutinosido) 2,43 611,09
Acido galico (4cidos fendlicos) 0.76 153,00
Acido Cafeico (4cidos fendlicos) 1,40 163,02
Acido hidrocinamico (4cidos fenélicos) 7,79 125,97

b.4. Compuestos asociados a escaldado superficial

Los compuestos a-farneseno, trienoles Tc258, Tc269, Tc281 y Tc290 fueron determinados segin
Isidoro y Almeida (2006). Se extrajo piel en la zona ecuatorial de un pool de 4 frutos por repeticion
por tratamiento, huerto y cosecha. Se tomaron discos de 1cm? de piel, estos fueron sumergidos en
un vaso precipitado con 5ml de hexano puro. Después la solucidn se agit6é a temperatura ambiente
(20-25°C) en un agitador termoregulado (Shaker-incubador modelo ES-20/60) a 50 rpm, por 10
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minutos. Posterior se filtr la muestra a traves de un papel filtro con una bomba de vacio ( Welch,
modelo 2545C-02). El extracto final fue aforado a 5 ml de hexano. Finalmente se midio la
absorbancia del extracto a 200, 232, 258, 269, 281 y 290 nm con un espectrofotometro (Biosan,
Pharo 300).

La determinacion de la concentracion de a-farnaseno fue utilizando el coeficiente de extincion
molar de 29.000 y para los trienoles el coeficiente de extincion molar fue 25.000 segln la
metodologia propuesta por Anet (1972). La concentracion de trienos conjugados en su maximo de
absorcién representado como la diferencia entre cada trieno conjugado y 290nm como OD258-290,
0D269-290, OD281-290, expresados como Tc 258, Tc269 y Tc281. La capacidad antioxidante
(AO) fue obtenida con la formula propuesta por Meir et al. (1988) mediante espectrometria, a una

longitud de onda de 200 nm, expresando sus valores en OD-1000cm?.

¢) Incidencia de escaldado superficial

La cuantificacion de la incidencia de escaldado superficial fue realizada segun Isidoro y Almeyda
(2013) determinando el porcentaje de fruta afectada por ES. Adicionalmente, la fruta fue agrupada
en categorias de incidencia, asi 1= 0 % ES, 2= 1-25 %, 3= 26-50 % y 4= >51 %.

Analisis estadistico

Inicialmente los metabolitos fueron tratados como variables y ES como variable respuesta,
mediante analisis multivariados, tales como Componentes Principales (PCA) y de Discriminante
Cuadrados minimos Parciales (AD-CMP), usando el software MetaboAnalyst con R, version 3.4.3.
Fue posible identificar compuestos que explicaron las diferentes categorias de la incidencia de ES.
Mediante una ANOVA- simple fueron identificados los metabolitos asociados a las categorias de
ES. Las diferencias significativas entre los niveles de los metabolitos y las categorias de escaldado

fueron obtenidas por una separacion de medias mediante el test Tukey (HSD) con un p<0.05.

21



RESULTADOS Y DISCUSION

Madurez de la fruta

Al momento de cosecha, la fruta present6 diferencias significativas de al menos 1 libra en firmeza
de pulpa y 0,5 puntos en el test de almiddn, entre la primera y tercera cosecha (Cuadro 2). Con
respecto al color verde expresado en Hue (°H) la fruta con mayor intensidad provino de la cosecha
temprana (C1) y cosecha comercial (C2), respecto a la cosecha tardia (Cuadro 2). Con respecto a los
huertos, Talcarehue presento siempre fruta con menos intensidad verde. En los huertos Agrofruta,
Pirhuin 3y 11 la fruta present6 mayor degradacion de almidén en las cosechas tardias, mientras que
en el Huerto Talcarehue la degradacion de almidon fue similar en todas las cosechas. Con respecto
a la firmeza, la fruta del huerto Talcarehue presenté significativamente una menor firmeza respecto
a la fruta de los otros huertos. Mientras que los frutos de las cosechas tardias presentaron

significativamente menor firmeza respecto a la cosecha temprana y comercial (Cuadro 2).

A cosecha se ha reportado que fruta con firmezas entre 15,8 a 14,9 Ib, y con test de almidén en 2,8
en manzanas han manifestado a los 5 meses de guarda incidencias sobre 70% de ES, mientras que
firmezas de 14,4 Ib y un test de almidon de 4,4 han manifestado incidencias de 6% de escaldado,
revelando que cosechas tardias de manzanas presentan menos incidencia de ES (Diamantidis et al.,
2002).En peras Beurré D’Anjou cosechas con 15,1 1b'y 12,5% de degradacion de almidon (cosecha
temprana) la fruta manifestd a los 180 dias de guarda un 55% de ES, respecto a una cosecha tardia
con 12,2 Ib de firmeza y un 47% de degradacion de almidén, la fruta presento a 33% de ES (Calvo
et al., 2015). Por lo tanto diferencias de madurez de 3 Ib de firmeza entre la cosecha temprana y

tardia pueden expresar diferencias en los niveles de ES después de guarda.

Luego de 180 dias de almacenaje fruta control de la cosecha temprana procedente del huerto
Pirhuin 3 termin6é mas firme que los otros huertos (Cuadro 3). Por el contrario, fruta del huerto
Pirhuin 11 presentd similar estado de madurez al final de la guarda en todas sus cosechas, sin
diferencias significativas (Cuadro 3). Fruta de la C1 y C2 del huerto Agrofruta fue similar en
madurez, solo la cosecha 3 se mantuvo mas firme, contrario a lo ocurrido en Talcarehue, en donde

la C2 fue menos firme y mas amarilla (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Indices de madurez de peras cv. Packham’s Triumph de cuatro zonas productivas
cosechadas en tres momentos, temprana (C1), comercial (C2) y tardia (C3) evaluadas al momento

de cosecha, en la temporada 2016/17.

Factor indices de Madurez
Firmeza Test Almidén Color
pulpa escala Angulo
(Ib) (1-6) a b HUE
Huerto: A Agrofruta 16,6 b! 1,8 -195b 41.8b -65,0 b
Talcarehue 16,3 a 15 -20,2b 409 a -63,8 a
Pirhuin 11 16,7 b 1,8 -19.6 b 419b -65,0 b
Pirhuin 3 16,5b 1,6 -19.0 a 414 a -65,3 b
Valor P 0,0000 0,0000 0,0002 0,4303 0,0000
Cosecha: B C1 17,3 b 1,4 -19.8b 413a -64,4 a
C2 16,4 b 15 -19,7b 416b -64,6 a
C3 15,4 a 2,1 -19,2 a 41,7b -65,3 b
Valor P 0,0000 0,2223 0,0242 0,0101 0,0002
AxB Agrofruta C1 17,5 14a -19,3 40,8 -64,8
Agrofruta C2 16,3 1,6ab -19,6 41,8 -64,8
Agrofruta C3 15,7 25¢ -19,5 42,8 -65,3
Talcarehue C1 17,3 14a -19,4 42,0 -63,1
Talcarehue C2 16,9 1,6 ab -19,3 41,3 -63,6
Talcarehue C3 15,4 15ab -18,8 41,4 -64,4
Pirhuin 11 C1 17,6 15ab -20,0 42,0 -64,5
Pirhuin 11 C2 17,2 1,3a -19,8 42,0 -64,8
Pirhuin 11 C3 15,4 26¢C -19,0 41,7 -65,5
Pirhuin 3 C1 16,4 14a -20,7 42,0 -65,1
Pirhuin 3 C2 15,3 14a -20,3 41,1 -65,0
Pirhuin 3 C3 15,0 19b -19,8 411 -65,7
Valor P 0,1852 0,0000 0,3952 0,0971 0,8698

Nota: Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun test Tukey HSD 95% (P < 0,05),n = 20.
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Cuadro 3. indices de madurez y ES en peras cv. Packham’s Triumph de cuatro zonas productivas,
cosechadas en tres momentos, temprana (C1), comercial (C2) y tardia (C3) evaluadas a los 180 + 1

dia de almacenaje, en la temporada 2016/17.

Factor indices de Madurez
Firmeza pulpa Test Almidon Color

(Ib) Escala (1-6) Angulo

a b HUE

Huerto: A Agrofruta 13,2 6 -13,0 a' 44,0 -745¢
Talcarehue 13,3 6 -13,7 a 40,1 -71,8b
Pirhuin 11 13,8 6 -13,0a 39,6 -715b
Pirhuin 3 14,7 6 -149b 41,7 -67,5a

Valor P 0,0000 - 0,0000 0,0000 0,0000

Cosecha: B C1 14,0 6 -13,8 39,5 -70.7
C2 13,3 6 -15,3 445 -71,6

C3 14,1 6 -13,8 40,1 -80,0

Valor P 0,0079 - 0,0877 0,0000 0,2932

AxB Agrofruta C1 119a 6 -12,0 413¢c -76,8
Agrofruta C2 13,2 a 6 -14,5 49,4d -73,6

Agrofruta C3 146b 6 -12,4 415¢ -73,3

Talcarehue C1 13,8b 6 -12,8 39,6 b -71,9

Talcarehue C2 125a 6 -15,1 412D -71,8

Talcarehue C3 13,6 ab 6 -13,1 394¢c -71,6

Pirhuin 11 C1 13,8b 6 -13,6 39,6b -71,3

Pirhuin 11 C2 139b 6 -13,3 39,4 be -71,4

Pirhuin 11 C3 13,8b 6 -12,0 40,0b -71,9

Pirhuin 3 C1 16,3 ¢ 6 -14,1 37,6a -65,7

Pirhuin 3 C2 13,5ab 6 -13,1 48,2d -69,7

Pirhuin 3 C3 143b 6 -17,5 39,4b -67,1
Valor P 0,0000 - 0,9620 0,0000 0.2213

Nota: Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
segun test Tukey HSD 95% (P < 0,05),n = 20.

Metabolitos a cosecha

Los volatiles mas abundantes encontrados en la piel de peras al momento de cosecha fueron (E,E)-
a-farneseno (ng-gPF?) y (Z,E)-a-farneseno (Abu.Rel.) (Anexo 1).

Con respecto a los niveles de fitoesteroles, el contenido de beta-sitosterol y campesterol a cosecha
en la fruta fueron de 0,0157 nmol-gPF'y de 0,0129 nmol-gPF? respectivamente (Anexo 1), muy
diferente a lo encontrado por Rudell et al. (2011) quien reportd niveles de 200-250 nmol -g PF?

de beta-sitosterol y entre 10-15 nmol-g PF! de campesterol en la piel de manzanas.
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Los principales flavonoides extraidos de la fruta al momento de cosecha fueron cianidina, apigenina
e isorhamnetina-3-O-rutindsido, mientras que los menores niveles fueron quercitina, quercitrina y

procianidina A2 (Anexol).

En general, los flavonoides encontrados en este estudio han sido descritos en diferentes cultivares
de peras, y son derivados del kaempferol, apigenina (Kolniak-Ostek, 2016), quercitina e
isorhamnetina, en diferentes cantidades (Schieber et al., 2001; Sanchez et al., 2003). Las peras cv.
Packham’s Triumph se caracterizan por presentar altos niveles de isorhamnetina glucosilada y
menores de quercitina glucosilada (Schieber et al., 2001; Lin y Harnly, 2008), similar a los niveles
encontrados en este estudio a cosecha. Ademas, se detectaron altos niveles de acido galico y acido
cafeico (&cido hidrocinamico) a cosecha, similar a lo descrito por Galvis et al. (2003).

Incidencia de Escaldado superficial

Frutos control desarrollaron ES después de 120 dias de almacenaje, con incidencias inferiores al 8%
(datos no mostrados), aumentando la incidencia entre un 33 a 78% luego de 180 dias de almacenaje
en fruta de diferentes cosechas y huertos. A los 210 dias de guarda las incidencias fueron superiores
al 80% (Figura 1, Cy F).

Fruto tratados con DPA (Figura 1A) no manifestaron ES a los 180 dias, excepto fruta del huerto
Pirhuin 11 de cosecha tardia con aplicacién de DPA, la cual expreso un 3% de incidencia (Figura
1A). A los 210 dias de guarda la incidencia de escaldado aumentd en los tratamientos de DPA.
Fruta de los huertos Agrofruta, Talcarehue y Pirhuin 11 tratada con DPA present6 incidencia desde
un 5 a un 40%, mientras que el huerto Pirhuin 3 no present6 ES. El rol de antioxidante de la DPA
consistente reduce los niveles de trienoles, por lo tanto la inhibe la oxidacién de a-farneseno
(Huelin y Coggiola, 1970). Por lo tanto podemos indicar que el huerto Pirhuin 3 mantuvo muy bajos
los trienoles en la fruta tratada con DPA, ya que nunca presento incidencia de ES. Ademas la fruta
tratada con DPA del huerto Pirhuin 11 procedente de la tercera cosecha mantuvo bajos los trienoles,
mientras que la cosecha temprana, los trienoles aumentaron con mayor incidencia de ES.

El tratamiento con 1-MCP en la fruta (Figura 1B) logro reducir la incidencia de ES en un 100%
hasta los 180 dias de guarda, esto responde al efecto de 1-MCp sobre la fruta, inhibiendo la sintesis

de etileno por el bloqueo de los receptores de etileno, retrasando la produccién de etileno e
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indirectamente retrasando la sintesis de a-farneseno por la inhibicion de la a-farnaseno sintetasa,
enzima dependiente de la sefial de etileno (Lurie et al., 2005). A los 210 dias de guarda, las
incidencias de ES en fruta tratada con 1-MCP varian entre un 3 a un 22% en los huertos Talcarehue
y Pirhuin 11(Figura 1B y 1E), esto se debe al aumento de receptores de etileno (Lurie et al., 2005).

La fruta tratada con 1-MCP de los huertos Agrofruta y Pirhuin 3 no manifestaron ES.

Entre los huertos y cosechas, la fruta control present6 diferentes patrones de manifestacion de ES,
fruta de Talcarehue a los 180 dias presentd las menores incidencias de ES en todas las cosechas
respecto a los otros huertos (Figura 1C). Posteriormente a los 210 dias de guarda, la fruta del mismo
huerto incremento la incidencia de ES desde la primera a la tercera cosecha, mientras que la fruta de
los otros huertos no vario la incidencia de ES entre las cosechas (Figura 1F.). Resultados similares
fueron encontrados por Calvo et al. (2015) en peras D’Anjou en cosechas tardias las cuales
presentaron mayor incidencia de ES, mientras que Zoffoli et al. (1998) reportd mayor incidencia de
ES en peras D’Anjou y Packham’s en cosechas tempranas y en cosechas tardias en peras cv.
Bartlett. Peras Bartlett producidas en California el afio 2006 no presentaron diferencias en la
incidencia de SS entre la cosecha temprana y tardia (Whitaker et al., 2009). Los resultados
confirman que no hay un efecto, consistente entre temporadas, de la madurez a cosecha en la fruta

sobre la incidencia de ES.
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Figura 1. Incidencia promedios de escaldado superficial (ES) después de 180 (izquierda) y 210
(derecha) dias de almacenaje mas 14 dias de a temperatura ambiente (22°C) en peras cv. Packham’s
Triumph procedente de 4 huertos, tres cosechas (C1, C2 y C3) y tratadas con DPA (1000ppm; A,
D), 1-MCP (320 ppb; B, E) y testigo sin tratar (C, F). Barras indican desviacion estdndar. Letras

distintas indican diferencias significativas entre la interaccion entre los huertos y tratamientos de
post cosecha.
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Metabolitos asociados al escaldado superficial (ES)

El analisis exploratorio de componentes principales (CP) y andlisis de discriminantes de minimos
cuadrados minimos parciales (PLS-DA) para relacionar volatiles, flavonoides y fitoesteroles
cuantificados a cosecha con las categorias de ES luego de 180 (categorias del 2 al 4) y 210
(categorias del 3 al 4) dias mas 14 dias a temperatura ambiente, se muestran en la Figura 2.Los
primeros dos componentes explicaron solo un 37,1% de la varianza (Figura 2A), con un tercer
componente principal varia un 48,4%. El andlisis PLS-DA solo explicd un 27,7% de la varianza
(Figura 2C), con tres componentes logra un 39,3%, no logrando diferenciar las categorias de ES.

En la relacién de los metabolitos a cosecha con la incidencia de ES a los 210 dias de guarda, el CP
explicaron en un 21,1% de la varianza (Figura 2D). Mientras que el PLS-DA solo logré explicar en
un 21,1% la varianza (Figura 2F). A pesar de los bajos porcentajes se logra diferenciar las
categorias 3 y 4.La categoria 4 presenta una relacion inversa con los niveles de la capacidad
antioxidante (OD-1000cm?) (Figura 2B y 2E).

Mediante un analisis de varianza se determinaron los metabolitos significativamente relacionados a
ES en etapas tempranas de la guarda en frio. A cosecha el anélisis de varianza no reporto
metabolitos significativos asociados a las categorias 2, 3 y 4. Del mismo modo a los 210 dias de
guarda en fruta con escaldado en categorias 3 y 4 (ES >26% incidencia) no se encontraron

metabolitos asociado significativamente a las categorias del dafio.
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Figura 2. Anélisis de componentes principales (CP; A'y D), CP y su interaccion con variables (B y
E) y andlisis de discriminantes (PLS-DA; C y F) que muestran los compuestos volatiles,
flavonoides y fitoesteroles evaluados a cosecha y su relacion con fruta en diferentes categorias de
incidencia de escaldado superficial (1-4) evaluada a los 180 (A, By C) y 210 (D, E y F) dia de

almacenaje mas 14 dias a temperatura ambiente (22°C).
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Después de 15 dias de guarda en frio los niveles de flavonoides y fitoesteroles fueron relacionados
al ES superficial expresado a los 180 y 210 dias de guarda mediante un ACP. EI CP1 y CP2
explicaron solo un 39,5% y 44,3% de la varianza, a los 180 y 210 dias, respectivamente, similar a la
relacién encontrada con los metabolitos evaluados a cosecha (Figura 3A y 3D).

Las categorias 1 y 4 lograron diferenciarse a los 180 y 210 dias de guarda, significativamente en el
analisis PLS-DA (Figura 3C y 3F). Por lo tanto, la concentracion de metabolitos en la fruta a los 15

dias podrian explicar la expresion a futuro de ES.

Los metabolitos cuantificados a los 15 dias de almacenaje fueron analizados con respecto a ES a los
180 y 210 dias de guarda, considerando la fruta control y tratada (DPA y 1-MCP). Del total de
metabolitos, 5 flavonoides, 2 fitosteroles y 2 trienoles fueron relacionados significativamente con
ES a los 180 dias (Cuadro 4). A los 210 dias solo 3 flavonoides fueron significativos, mientras que
los trienoles y los fitoesteroles fueron los mismos encontrados a los 180 dias.

Dado que en PLS-DA (Figura 3C y 3F) las categorias 1 y 2 siempre estan asociadas, los
metabolitos Tc258, Tc269, Daidzeina, Catequina y el &cido cafeico (Cuadro 4) y su relacion con ES
a los 180 explican al menos 2 niveles de ES (3#1 y 4#1). Los otros metabolitos descritos en el
Cuadro 4, solo explican las diferencias entre la categoria 1 y 4, dejando a la fruta con una incidencia
de 1 al 50% sin criterio de seleccidn, es decir la concentracién de un metabolito no podra
categorizarse en las categorias 2 y 3 de incidencia de escaldado o sera erradamente asignada, ya que

la categoria 4 es igual a2 y 3, y la categoria 1 es igual a2 y 3.
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Figura 3.Anélisis de CP (A y D), PC y su relacion con las variables (B y E) y PLS-DA(C y F)
muestran los compuestos flavonoides y fitoesteroles evaluados a los 15 dias de almacenaje y su
relacion con fruta en diferentes categorias (1-4) de incidencia de escaldado superficial evaluada a
los 180 (A, By C) y 210 (D, E y F) dia de almacenaje més 14 dias a temperatura ambiente (22°C).
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Cuadro 4. Anélisis ANOVA entre los flavonoides y fitoesteroles significativamente diferentes
respecto a ES , evalualos a los 15 dias de guarday ES evaluado a los 180 y 210 dias de guarda mas

14 dias a temperatura ambiente.

Guarda(dias) Compuesto Valor P Tukey(HSD)?
180 Tc258 0,00 3-1;4-1
Tc269 0,00 3-1;4-1
beta-sitosterol 0,00 4-1
Ideaina 0,00 4-1
Rutina 0,00 4-1
Daidzeina 0,00 4-3; 4-1
Catequina 0,00 4-3; 4-1
Acido Cafeico 0,00 4-3; 4-1
Campesterol 0,04 4-1
210 Tc 258 0,00 4-1;4-2;4-3
Tc269 0,00 4-1;4-2;4-3
Arbutina 0,00 3-1;3-2;3-4
Ideaina 0,00 4-1:4-3
beta-sitosterol 0,00 4-1
Daidzeina 0,00 4-1
Campesterol 0,00 4-1
Rutina 0,00 4-1
Catequina 0,00 4-3

2 En la Columna del test Tukey se entregan en forma pareada las diferencias significativas entre las
categorias de escaldado (nimeros del 1 al 4). En donde los nimeros corresponden a las categorias de ES,
nameros seguidos de guiones (-) indica diferencias significativas entre las categorias.

Los metabolitos extraidos luego de 45 dias de guarda lograron explicar con un CP1y CP2 un 34,5%
la varianza, en donde las fruta sin escaldado y con una incidencia < 25% (Categoria 1 y 2
respectivamente) se diferenciaron de los frutos con >26% de incidencia de ES, principalmente por
mayores niveles de campesterol y epigalocatequina de galato, conjuntamente con menores nhiveles
de a-farneseno (Figura 4C). Estudio de Rudell et al. (2011) reporté en manzanas que los niveles de
campesterol y beta-sitosterol se mantenian constantes durante el almacenaje en frio, en fruta con y
sin DPA, encontrando concentraciones de 200 nmol-g PF! de campesterol y 10nmol-g PF'de beta-
sitosterol en una relacion 1:20 en manzanas. En estudio en peras se encontré 0,0129 nmol-gPF* de
campesterol y 0,0157nmol-gPF? de beta-sitosterol, en una relacién 0,8:1, donde los mayores
niveles de campesterol fueron relacionados con menores incidencias de escaldado. Yoshida y Niki
(2003) encontraron que los fitoesteroles tendrian un efecto protector de membranas lipidicas, cuya
consecuencia fue un retraso en el consumo de oa-tocoferol a 1- palmitoil-2linoleoil fosfatidilcolina
(PCPL)y un menor contenido de lipidos oxidados en presencia de fitoesteroles (Yoshida y Niki,

2003). Si bien en este estudio no se midio el contenido de a-tocoferol, reportes de Rudell y Matheis
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(2009) indican que este antioxidante lipidico disminuye durante el almacenaje de manzanas, con el

consecuente incremento de ES.

A los 45 dias, ademas de campesterol la epigalocatequina de galato fue otro metabolito asociado a
ES (Figura 4C). El grupo de las catequinas, las epicatequinas y epigalocatequinas son facilmente
oxidadas por la polifenoloxidasa (Nortje y Koeppen, 1965) ademas, las galocatequinas tienen una
alta capacidad antioxidante contrala peroxidacion de lipidos en la piel de fruta (Someya et al.,
2002), sin embargo, en las peras no hay reportes al respecto, a pesar de que se han encontrado en
altas concentraciones en el cv. Packham’s Triumph (Ozturk et al, 2015; Galvis et al., 2003) similar

a lo encontrado en este estudio (en promedio 0,224ug-gPF* cosecha).

Al relacionar los metabolitos evaluados a los 45 dias con la incidencia ES a los 210 dias de guarda,
el CP1 y CP2 explicaron solo un 39% de la variabilidad (Figura 4C y 4D), en donde nuevamente
menores rangos de ES (categoria 1 y 2) coincidieron con mayores niveles de epigalocatequina
galato (Figura 3D). Este compuesto podria estar influyendo en la susceptibilidad de la fruta a
desarrollar escaldado superficial, Calvo et al. (2015) observaron que una baja capacidad
antioxidante en la fruta al momento de cosecha tenia relacion directa con altas incidencias de ES
durante la guarda, proponiendo que antioxidantes especificos podrian explicar mejor la
susceptibilidad a ES que cuando se considera una cuantificacion general de antioxidantes. EI grupo
de las catequinas y en este caso, la epigalocatequina de galato, son consideradas efectivos
antioxidante por su alta capacidad de remocion de radicales (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2005).
Las epicatequinas y catequinas son capaces de sacar 2 grupos radicales del medio acuosos, lo cual
es superado solo por quercitina que logra sacar 4 radicales del medio (Tsimogiannis y Oreopoulou,
2005). Estos eficientes antioxidantes podrian transformarse, una vez oxidados, en quinonas que
luego de varias polimerizaciones generan compuestos de color pardo (Robards et al., 1999). Por lo
tanto, mayores niveles de epigalocatequina de galato temprano durante la guarda de la fruta podrian

relacionarse con menores incidencias de ES a los 45 dias.

Frutos con mayores incidencias de ES a los 180 y 210 dias de guarda mostraron una asociacion con
Tc258 y Tc269 (Figura 4B y 4D). Resultados similares, en peras D’ Anjou y Packhams Triumph en
donde menores incidencias a ES fueron asociadas a una alta relacion Tc258/Tc281 (Zoffoli et al
1998). En manzanas el trienol 281 fue asociado con alta incidencia de ES en Granny Smith (Du y
Bramlage, 1993; Moggia et al., 2010; Lurie y Watkins, 2012).
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Figura 4. Andlisis CP y PLS-DA entre los compuestos flavonoides y fitoesteroles evaluados a los 45

dias de almacenaje y su relacién con fruta en diferentes categorias (1-4) de incidencia de ES

evaluada a los 180 (A) y 210 (B) dia de almacenaje mas 14 dias a temperatura ambiente (22°C).
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De los metabolitos extraidos a los 45 dias, el andlisis de varianza seleccioné a 2 trienoles, a-
farneseno, epigalocatequina galato y al campesterol, particularmente los mismos compuestos fueron

encontrados asociados a ES a los 180 y 210 dias de guarda (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis ANOVA entre los flavonoides y fitoesteroles significativamente diferentes
evalualos a los 45 dias de guarday ES evaluado a los 180 y 210 dias de guarda mas 14 dias a

temperatura ambiente.

Guarda(dias) Compuesto Valor P Tukey (HSD)?
180 Tc 258 0,00 3-1;4-1;3-2;4-2
Tc269 0,00 3-1;4-1;3-2;4-2
a-farneseno 0,00 3-1;4-1;4-2
Epigalocatequina galato 0,00 3-1
Campesterol 0,00 3-2;4-2
210 Tc 258 0,00 4-1;4-2;4-3
Tc269 0,00 4-1;4-2
a-farneseno 0,00 2-1;3-2;4-2
Campesterol 0,00 4-1; 4-3
Epigalocatequina galato 0,00 4-2

2 En la Columna del test Tukey se entregan en forma pareada las diferencias significativas entre las
categorias de escaldado (nimeros del 1 al 4). En donde los nimeros corresponden a las categorias de ES,
nameros seguidos de guiones (-) indica diferencias significativas entre las categorias.

Sin embargo, la epigalocatequina de galato solo discrimind la categoria 1 de 3 a los 180 dias
(Cuadro 5). Los otros metabolitos descritos en el cuadro 5 lograron discriminar al menos 2
categorias hasta de escaldado a los 45 dias de guarda, un mayor nimero de categorias respecto a los
15 dias. Dado lo anterior, los 45 dias podria ser un buen momento para discriminar el futuro
escaldado en peras Packham’s Triumph.

Los metabolitos evaluados a los 15 y 45 dias de guarda, significativamente relacionados a las
categorias de ES mediante analisis de varianza fueron correlacionados a ES mediante el test de
Pearson (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Coeficiente de correlacion Pearson (r) entre los metabolitos evaluados a los 15 y 45 dias

de guarda, asociados significativo sobre la expresion futura del ES a los 180 y 210 dias de guarda.

Guarda Metabolitos ES (180 dias) ES (210 dias)

(dias) r r

15 Tc258 0,7642 0,7308

Tc269 0,5439 0,4794

beta-sitosterol -0,3923 -0,3277

Ideaina 0,2980 0,2750

Rutina 0,2884 0,3190

Daidzeina 0,2492 0,2383

Catequina - 0,2757
Acido Cafeico 0,3080 -

Campesterol -0,1807 -0,1862

Arbutina - 0,0393

45 Tc 258 0,7949 0,7538

Tc269 0,5504 0,5172

o-farneseno 0,5698 0,5469

Epigalocatequina galato -0,2132 -0,2184

Campesterol -0,0113 -0,0617

Los metabolitos con un coeficiente de Pearson superior a 0,7 fueron los trienoles Tc258, seguido
por Tc269 con un r<0,54, otro metabolito importante fue a-farneseno con un r=0,57 pero solo a los
45 dias.

Dado lo anterior, del total de metabolitos solo los trienoles (Tc258 y Tc269) y a-farneseno son los
Unicos metabolitos potenciales biomarcadores, los cuales han sido reportados en manzanas cvs.
Cortland y Delicious, estableciendo una relacién de Tc258:Tc281, la cual cuando disminuyd,
consecuentemente aumentd la manifestacion de escaldado en el tiempo (Du y Bramlage, 1993).
Lurie y Watkins (2012) indicaron que cuando CT258:CT281 fue <1.0 la susceptibilidad a ES fue
mayor. Sin embargo, esta relacion, solo es valida después de los 2 a 3 meses de guarda. Otros
estudios han propuesto a Tc281 como un biomarcador de ES en manzanas cv. Granny Smith
(Moggia et al. 2010). Giné et al. (2013), en manzanas Granny Smith obtuvo una correlacion
positiva entre la incidencia de ES y la tasa de acumulacion de Tc258-281/2 (8Tc) en el tiempo de
guarda (8Tc/dt (Ta-To). Mostrd un punto de inflexion en el cual la tasa de acumulacion de trienoles
aumenta exponencialmente y el desorden se manifiesta. En peras D’Anjou y Packham's Triumph
fue probada la relacion Tc258/281, encontrando una alta relacion en frutos en ambos cultivares
durante el periodo de susceptibilidad, encontrandose a Tc281 muy bajo. Sin embargo, el Tc281 no

se correlaciond con la incidencia de ES en el cv. D’ Anjou, si en el cv. Packham’s con un r=0,81.

Al correlacionar linealmente los trienoles significativos encontrados, Tc258 y Tc269, estos se

correlacionaron con un r =0,72 y 0,77 a los 15 dias de evaluados con ES a 180 y 210 dias de guarda
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para Tc258, mientras que para Tc269 solo se correlacion6 con un r=0,50 y 0,53 respectivamente

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Regresion lineal entre los metabolitos significativamente relacionados con ES a los 180 y

210 dias de guarda.

Guarda Metabolitos ES a los 180 dias ES alos 210 dias
(dias) r valor P r valor P
15 Tc258 0,725 0,000 0,771 0,0000
Tc269 0,509 0,000 0,533 0,0000
beta-sitosterol -0,397 0,000 -0,318 0,0012
Ideaina 0,308 0,002 0,298 0,0024
Rutina 0,291 0,003 0,308 0,0017
Daidzeina 0,257 0,010 0,240 0,0154
Catequina - - 0,295 0,0027

Acido Caféico 0,320 0,001 - -

Campesterol -0,181 0,069 -0,195 0,0505
Arbutina - - 0,050 0,6180
45 Tc 258 0,781 0,000 0,779 0,0000
Tc269 0,551 0,000 0,542 0,0000
a-farneseno 0,580 0,000 0,549 0,0000
Epigalocatequina galato -0,206 0,024 -0,226 0,0134
Campesterol 0,002 0,979 -0,085 0,3531

Los resultados solo lograron identificar a los trienoles Tc258 y Tc269 como potenciales

biomarcadores en peras cv. Packhams Triumph. Sin embargo se logré identificar nuevos

metabolitos asociados a la expresion final del desorden (procianidinas y flavonoides glucosilados).

Ademas un grupo de flavonoides y fitoesteroles significativamente identificados en forma temprana

podria estan incidiendo en la susceptibilidad de los frutos a ES. Estudios en estos metabolitos con

mayor detalle son propuestos.

Durante el almacenaje, el ES se manifestd después de los 180 dias de guarda, al relacionar los

niveles de metabolitos antes de los 14 dias a temperatura ambiente con la incidencia de ES posterior

a la exposicion a temperatura ambiente (vida de anaquel), el CP1 y CP2 explican un 60,8% de la

variabilidad (Figura 5A). EI AD-CMP report6 una varianza del 51%, sin embargo, no existié una

buena diferenciacion entre las categorias de incidencia de ES (Figura 5C).
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Figura 5. Anélisis CP y PLS-DA que muestra los compuestos volatiles, flavonoides y fitoesteroles
evaluados a los 180 dias de almacenaje y su relacion con fruta en diferentes categorias (1-4) de
incidencia de escaldado superficial evaluada a los 180 dia de almacenaje méas 14 dias a temperatura
ambiente (22°C).

Finalmente, a los 210 dias de guarda la fruta sana correspondi6, en mayor proporcién, a fruta
tratada con 1-MCP; la fruta testigo presenté alta incidencia de ES (>78%) y fruta con DPA
incidencias de ES >5% (FiguralD). Al relacionar los metabolitos evaluados a los 210 dias, antes de
expresar ES, con la incidencia posterior, el PC1 y PC2 explicaron solo un 24,3% de la varianza
(Figura 6A). En donde las categorias 2 y 4 de ES estan asociadas a mayores niveles de volatiles y
menor contenido de MHO, la categoria 3 asociada positivamente con niveles de epicatequina de
galato y MHO vy la categoria 1(fruta sana) no asociada a ningin metabolito en particular (Figura
6B). La fruta con 1-MCP podria no haber recuperado en su totalidad la sensibilidad a etileno, y
consecuentemente su maduracion (Watkins et al., 2000; Calvo, 2004). Ademas se ha reportado que
1-MCP podria estar induciendo la actividad de catalasa, peroxidasa y ascorbato peroxidasa, las
cuales reducen los niveles de peroxido, posibles responsables de las oxidaciones de o-farneseno y
trienoles en el desarrollo de ES (Larrigaudiere et al., 2004). Ademas bajos niveles de per6xido han
sido reportados en peras Blanquilla tratadas con 1-MCP, las cuales no han manifestado ES en post

cosecha (Larrigaudiere et al., 2004).
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Figura 6. Anéalisis CP y PL-SDA que muestra los compuestos volétiles, flavonoides y fitoesteroles

evaluados a los 210 dias de almacenaje y su relacion con fruta en diferentes categorias (1-4) de

incidencia de escaldado superficial evaluada a los 210 dia de almacenaje mas 14 dias a temperatura
ambiente (22°C).

El efecto de los metabolitos a los 180 dias previo a la manifestacion de escaldado superficial

(después de 14 dias a temperatura ambiente) sobre ES, la molécula MHO logré diferenciar las

categorias, solo no discrimino las diferencias entre 1y 2, sin embargo el PLS-DA (Figura 3) mostro

gue estas categorias estan totalmente asociadas en un mismo grupo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Analisis ANOVA entre los flavonoides, volatiles vy fitoesteroles significativamente

diferentes evalualos a los 180 y 210 dias de guarda y ES en sus respectivas evaluaciones.

Guarda(dias) Compuesto Valor P Tukey (HSD)?
180 Epicatequina 0,00 4-1
a-farneseno 0,00 4-1;4-3
MHO 0,00 3-1;4-1;3-2;4-2
Ideaina 0,00 4-1
Tc258 0,00 4-1
Tc281 0,05 4-1
Quercitrina 0,05 4-1
210 Procianidina A2 0,00 2-1:4-1;4-3;3-2
Kaempferol-3-O-rutinosido 0,00 4-1,4-3;3-2
Acido galico 0,00 4-1:4-3:3-2
Hiperosido (quercitina-3-O-galactosido) 0,00 2-1; 3-2; 4-2
Isorhamnetina-3-O-glucosido 0,01 3-2; 4-3

2 En la Columna del test Tukey se entregan en forma pareada las diferencias significativas entre las

categorias de escaldado (ndmeros del 1 al 4). En donde los ndmeros corresponden a las categorias de ES,

ntmeros seguidos de guiones (-) indica diferencias significativas entre las categorias.
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A los 210 dias de guarda el anélisis PLS-DA (Figura 6) reporté que MHO fue capaz de discriminar
entre las categorias de dafio por ES. Ademas los metabolitos que afectan significativamente a ES
cambian, encontrandose a Procianidina A2 discriminando gran parte de las categorias, acompafiado

de varios flavonoides glucosilados (Cuadro 6).

Del total de 8 combinaciones de diferencias entre las categorias de ES, solo se logré discriminar 4
combinaciones, sin embargo hay combinaciones que no son de interés, por ejemplo 4-3, 3-2, 2-4
siendo las combinaciones mas importantes 1-2, 1-3, 1-4, combinaciones que diferencian fruta con y
sin ES. El analisis solo logra diferenciar las categorias 1-3 y 1-4 a los 15 y 45 dias solo con los
metabolitos Tc258 y Tc269 y a-f en forma temprana en la guarda, mientras que al expresarse el

desorden lo hace con MHO y procianidina A2 a los 180 y 210 dias respectivamente.

El proceso inicial, oxidativo no enzimatico, del escaldado superficial, el cual a partir de a-farneseno
y sus consecuentes productos (trienoles) los cuales durante un largo periodo de almacenaje son
acumulados y nuevamente oxidados a MHOL y finalmente a MHO son observados durante este
estudio. Inicialmente en los primeros 45 dias los niveles de trienoles Tc258 y Tc269 y a-farneseno
son capaces de asociarse significativamente con ES, al mismo tiempo epigalocatequina galato
aparece significativamente asociada a ES. En las Ultimas etapas del desorden, cuando solo falta
someter a la fruta a temperatura ambiente, el metabolito MHO aparece relevante a los 180 dias.
Finalmente a los 210 dias aparecer un nuevo metabolito, la procianidina A2, como el metabolito

significativamente asociado a ES (Figura 7).

Figura 7. Esquema de aparicion de los metabolitos significativamente asociados a ES

0 15 45 12 180 210

0 Diasguarda
A-Farneseno  ->Tc258; Tc 269 - Tc258; Tc 269 - MHO > ?
epigalocatequina galato —Epigalocatequina —Epicatequina —>Procianidina A2
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De acuerdo a Robards et al. (1999) los procesos oxidativos en los cuales participan los fenoles en
pardeamientos, pueden ser rapidos donde generalmente estan actuando enzimas, o procesos lentos
generalmente no enzimaticos. Entre estos, una reaccion de polimerizacion de quinonas puede
ocurrir con un amplio rango de compuestos fenolicos. La estabilidad, el color y su ubicacion
dependen del fenol precursor y el ambiente. Que tan rapido ocurra dependera del poder de
reduccion del precursor y la quinona, la reaccion puede resultar en un dimero del fenol o una
regeneracion del fenol, o la transformacién de quinonas en largos oligomeros (Robards et al., 1999;
Goupi et al., 2003). Las proantocianidinas son oligémeros de flavonoides, principalmente de
catequinas y epicatequinas Yy sus ésteres de acido galico. Las procianidinas generalmente son de 4 o
mas catequinas, son abundantes en manzanas especialmente en Granny Smith y Red Delicious.
Generalmente, se las ubica en frutos, semilla y flores, un ejemplo fue lo encontrado en Prunus
cerasus fueron identificadas en flores, en el estigma ubicadas en las células epidermales, en
vacuolas, acompafiadas de mondmeros de flavan-3-ols y en menor proporcion con (-) epicatequina
0 (+) catequina. La concentracién de procianidinas en los frutos en estados inmaduros es alto, los
cuales disminuyen en estados maduros, sin embargo en frutos saskatoon (tipo de arandano) los
niveles fueron altos en los tejidos hipodermales del fruto (exocarpo), en frutos maduros, ya que
estas procianidinas se encontraban en vacuolas grandes e incluso en vesiculas pequefias en la
hipodermis (Dai y Mumper, 2015). Es probable que el escaldado superficial en peras, en donde el
principal flavonoide es epigalocatequina galato a cosecha, se oxide a sus formas de epicatequinas o
epigalocatequinas, las cuales a los 180 dias podrian estar enlazandose generando los dimeros de
procianidinas A2, las cuales presentaron aumentos en sus niveles en frutas con expresién de

sintomas de ES, solo descrito antes por Piretti et al. (1996).
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CONCLUSIONES

Desde cosecha hasta los 210 dias de guarda, periodo en el cual los frutos de pera cv. Packham’s
Triumph desarrollan escaldado superficial, diferentes metabolitos fueron asociados al desorden. Al
inicio de la guarda en frio (15 dias) los compuestos significativamente relacionados a ES en peras
fueron los Trienoles Tc258 y Tc269, y campesterol. A los 45 dias de guarda nuevamente los
trienoles fueron asociados con mayores incidencias de escaldado, mientras que campesterol y
epigalocatequina de galato fue asociado a fruta sana. A los 180 dias de guarda la cetona MHO es
relacionada positivamente con ES, al igual que los trienoles 258 y Tc281. Finalmente a los 210 dias
de guarda, los trienoles (Tc258 y Tc281) y proantocianinas A2 estan diferenciando las diferentes

categorias de ES.
La evolucidn de los metabolitos en la fruta durante el almacenaje en frio revelé que el desarrollo de

escaldado superficial estd relacionado a un grupo mas amplio de metabolitos que los hasta hoy
descritos, en donde fitoesteroles y flavonoides estarian participando.
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Anexo 1. Promedios de los niveles de compuestos de peras cv. Packham’s Triumph extraidos al

momento de cosecha procedente de tres cosechas y 4 huertos durante la temporada 2017-2018.

a-farneseno Capacidad Tc258 Tc269 Tc281
(nmol-cm) Antioxidante (nmol- cm?) (nmol- cm?) (nmol- cm?)
(OD - 1000 cm™)
109,9 + 30,2 21,5+8,1 10,1+ 6,6 7,1+5,0 1,9+0,8
MHO MHOL (E,E)-a- Campesterol beta-sitosterol
(ng -g PFY) (ng' g PFY) farneseno (ng -100g PFY)  (ng -100g PFY)
(ng "g PFY)
0,1+0,04 0,2+0,06 0,4+ 0,03 517,4+ 287,6 651,5 +262,1
6-di-eter butil 4 n-butyl acetato a-copaeno  Etil-trans-cis-2,4  Hidroxido de
sec butilfenol (Abu.Rel.) (Abu.Rel.) decadienoato butilo
(Abu.Rel.) (Abu.Rel.) (Abu.Rel.)
61648,5+ 50458 998,2+517,8  8801,3+4388,6  1593,6+461,3 88296,4+51538
Ester de Ester hept-4-il de (Z,E)-a- Cadina-1 (10) Acetato de
tetradecilo de  butilo (Abu.Rel.) farneseno (Abu.Rel.) Hexilo
butilo (Abu.Rel.) (Abu.Rel.) (Abu.Rel.)
391,5+ 205,3 445,1£271,0 45452+17712 48774,8+19051,5 660,5+£269,3
Cianidina (ng Acido Daidzeina Acido caféico Idaeina Acido galico
g PFY) Hidrocinamico  (ng-g PF%) (ng-gPF?) (ng- g PFY) (ng-g PFY)
(ng - g PFY)
0,7£0,194 0,1+0,03 0,1+0,01 0,3+0,22 0,1+0,104 4,9+4,6
Catequina (ng  Quercitina Apigenina  Isorhamnetin  Isorhamnetina-3- Procianidina
g PF?) (ng gPFY)  (ng-gPF ) a-3-O- O-rutinosido (ng A2 (ng-g
glucosido -g PF?) PF1)
(ng- g PF™)
0,3+0,33 0,1+0,01 0,6x0,55 0,1+0,01 0,4%0,22 0,1+0,013
Epigalo- Quercitrina  Apigenina7- Rutina Epigalocatequina Epicatequina
catequina (ng-gPF?)  O-glucoside (ng-g PF?) de galato (ng - g PF?)
(ng - g PF™) (ng- gPF™) (ng- gPF™)
0,1+0,013 0,1+0,07 0,0+0,014 0,1+0,055 0,2+ 0,57 0,1+0,032
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