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RESUMEN

La mashua, Tropaeolum tuberosum, es un cultivo andino que produce tubérculos con un
alto contenido de compuestos fenoélicos y glucosinolatos. La sintesis de estos metabolitos
secundarios estd influenciada por el estrés abidtico durante su etapa vegetativa y post-
cosecha. Es importante identificar el efecto del manejo post-cosecha en la sintesis de
metabolitos secundarios para la obtencion de tubérculos con una mayor concentracion de
compuestos fendlicos de interés funcional. En la presente investigacion, los tubérculos de
mashua morada (genotipo ARB5241) se almacenaron bajo tres tipos de estrés abidtico
post-cosecha: soleado, refrigerado y sombra. Cada tres dias y durante quince dias, se
evaluaron el contenido de compuesto fenolicos totales (CFT), antocianinas totales
(ACYT), capacidad antioxidante hidrofilica (CAH) y el perfil de compuestos fendlicos y
antocianinas mediante cromatografia UPLC®-PDA. El valor més alto de CFT y ACYT se
obtuvo para el tratamiento sombra a los 12 dias con 14,9 mg acido galico equivalente
(AGE)-g ms™y 3,7 mg delfinifina 3-glucésido equivalente (DGE)-g ms™, respectivamente.
Los maximos valores de CAH resultaron, segin las metodologias ORAC y ABTS, al dia
12 del tratamiento sombra con 215,3 umol TE-g ms™y al dia 3 del tratamiento refrigerado
con 256,4 pumol TE-g ms™, respectivamente. En el tratamiento soleado la disminucién de
CFT fue progresiva a partir del tercer dia y la disminucién de ACY fue inmediata desde el
inicio del tratamiento llegando a valores de 3,5 mg AGE-g ms™ y 0,29 mg DGE-g ms™,
respectivamente. Entre los compuestos fendélicos no antocianos identificados por UPLC®
se encontré el acido galico y se detectdé derivados de la familia de los flavanoles y
flavonoles, un derivado de acido cindmico y derivados de acidos hidroxibenzoicos. Por
otro lado se identificd a la antocianina delfinidina 3-glucosido y se detecté derivados de
delfinidina, pelargonidina y cianidina. La CAH se correlaciond fuertemente con el
contenido de ACYT para los tratamientos soleado y sombra de forma negativa y positiva,
respectivamente; indicando que la evolucién de estos compuestos afecta directamente a la

capacidad antioxidante de los tuberculos de mashua.

Palabras clave: Mashua, metabolitos secundarios, post-cosecha, compuestos fendlicos,

antocianinas, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

Mashua, Tropaeolum tuberosum, is an Andean crop that produces tubers with a high
content of phenolic compunds and glucosinolates. The synthesis of these secondary
metabolites is highly affected by abiotic stress during its vegetative phase and post harvest
manipulation. Thus it is important to characterize its effect on the synthesys of phenolic
compounds to increase the functional qualities of mashua tubers. In this thesis mashua
tubers (ARB5241 genotype) were subjected to three abiotic stress types: sunny,
refrigerated and shade. Each three days during fifteen days the total phenolic content
(CFT), total anthocyanins (ACYT), hydrophilic antioxidant capacity (HAC) and the
phenolic and anthocyanin profiles through UPLC®-PDA were evaluated. The highest
values of CFT and ACYT were at 12 days of the shade treatment with 14,9 mg gallic acid
equivalent (AGE)-g ms™ and 3,7 mg delphinidin 3-glucoside equivalent (DGE)-g ms™,
respectively. The highest values for HAC were at 12 days of shade treatment with 215,3
umol TE-g ms™ and at 3 days of refrigerated treatment with 256,4 pmol TE-g ms™for
ORAC and ABTS, respectively. In the sunny treatment, CFT descreased after the third day
of treatmente and ACYT decreased from the first day, reaching 3,5 mg AGE-g ms™ and
0,29 mg DGE-g ms™ respectively. Among the non-anthocyanin phenolic compunds, gallic
acid was identified by UPLC® and flavanols, flavonols, cinnamic acid and
hydroxybenzoic acid derivatives were detected. Among anthocyanins, delphinidine 3-
glucoside was identified and delphinidin, cyanidin and pelargonidin derivatives were
detected. The HAC correlated strongly with the content of ACYT for the sunny and shade
treatments in a negative and positive way respectively, indicating that the evolution of
these compounds directly affect the antioxidant capacity of the mashua tubers.

Key words: Mashua, secondary metabolites, post harvest, phenolic compounds,

anthocyanins, antioxidant capacity.



l. INTRODUCCION

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavdn) es una planta herbacea perenne
originaria de la region andina. Se distribuye desde Colombia hasta el norte de Argentina
desde los 2400 hasta 4300 msnm (Manrique et al., 2014). Este cultivo tiene un elevado
contenido de proteinas (mayores a los de la papa, la oca y el olluco), carbohidratos, fibra y
acido ascorbico (vitamina C). Asimismo, contiene una elevada concentracion de
metabolitos secundarios como los glucosinolatos aromaticos y los compuestos fendlicos

antioxidantes (Manrique et al., 2014; Chirinos et al., 2007a).

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan a las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno llamadas también radicales libres (Devasagayam et al., 2004). Existe evidencia
gue relaciona el consumo de alimentos con una alta capacidad antioxidante con una menor
incidencia de multiples enfermedades, cancer y la desaceleracion del proceso de
envejecimiento (Dudonné et al., 2009). En la medicina folcldrica de los Andes, la mashua
es utilizada por sus propiedades antibi6ticas, insecticidas, nematicidas, anticancerigenas y

diuréticas.

En los tubérculos de mashua se ha cuantificado un contenido importante de fendlicos
totales, 9-21 mg-g ms™ (materia seca) (Chirinos et al., 2007a). Estos valores son
comparables e incluso mayores a cultivos reconocidos por su alto contenido de compuestos
fendlicos como las moras (12,1-23,1 mg-g ms™), frambuesa (3,7-16,25 mg-g ms™) y fresas
(9,4-13,9 mg-g ms™) (Wang y Lin, 2000).

Asi mismo, Campos et al. (2006) encontraron que la capacidad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos, antocianinas y carotenoides de la mashua es significativamente
mayor que otros tuberculos andinos como la papa nativa (Solanum tuberosum ssp.

andigena), oca (Oxalis tuberosa) y olluco (Ullucus tuberosus). Chirinos et al. (2007b)



optimizé las condiciones de extraccion para compuestos fendlicos, antocianinas vy

flavanoles en mashua para su aprovechamiento en la industria de nutraceuticos.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que pueden ser sintetizados por las
plantas como respuesta de defensa frente al ataque de animales herbivoros, pestes y varios
patdgenos. El estrés abidtico causado por variaciones en temperatura, radiacion
ultravioleta, golpes de calor, estrés hidrico o dafos fisicos pueden incrementar la sintesis
de metabolitos secundarios (Cisneros-Zevallos, 2003). Por esta razon, el estrés abidtico
como tratamiento controlado puede ser utilizado en la industria de alimentos para
incrementar la concentracion de metabolitos secundarios y asi mismo incrementar sus
efectos benéficos para consumo directo, procesado o para la fabricacion de suplementos

nutracedticos (Cisneros-Zevallos, 2003).

Es importante estudiar el efecto del estrés abidtico durante la fase de desarrollo de la
planta y durante el manejo post-cosecha para tener pautas de manejo que permitan obtener
tubérculos con un mayor contenido de metabolitos secundarios y compuestos
antioxidantes. Este tema ha sido explorado previamente en el tubérculo de la mashua sin
embargo en esta investigacion se pretende profundizar y evaluar los efectos de distintos

tratamientos post-cosecha sobre el conjunto y perfil de compuestos fendlicos.

El conocimiento generado por este estudio contribuir a la revalorizaciéon de la mashua y
establecera pautas para su manejo post-cosecha. La revalorizacién y uso de cultivos
alternativos tiene ventajas a nivel de la seguridad alimentaria por los beneficios que trae la
diversificacion de la dieta. Asi mismo, una mayor utilizacién de los recursos genéticos

oriundos del Pert es importante para la conservacion de la biodiversidad para el futuro.

Los objetivos que se persiguen en esta tesis es determinar el efecto de los tratamientos
post-cosecha: soleado, refrigerado y sombra en la sintesis de los metabolitos secundarios,
antocianinas y compuestos fendlicos; y su capacidad antioxidante hidrofilica en el genotipo
ARB5241 de mashua morada. Asi como determinar la evolucién del perfil de antocianinas

y compuestos fendlicos mediante cromatografia UPLC®-PDA.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 La Mashua

2.1.1 Taxonomia y distribucién

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) es una planta herbacea perenne que
produce tubérculos comestibles de alto valor nutricional e importantes propiedades
medicinales (Manrique et al., 2014; Grau et al., 2003). Taxondmicamente es una
Angiosperma, perteneciente al orden Brassicales, familia Tropaeolaceae (Ortega et al.,
2007). En la Figura 1 se puede observar el habito de la planta en floracion y el tipo de
tubérculo. Otros nombres comunes son maswa, isafio, cubio 0 navo y su uso depende de la
region, por ejemplo, en la sierra central y sur son mas utilizados los

nombres mashua e isafio, respectivamente (Grau et al., 2003).

Figura 1. Tropeolum tuberosum accesion ARB5241. a) Porte de la planta, b)
corte transversal del tubérculo.
FUENTE: Manrique et al. (2014).



Especies silvestres (T. tuberosum subsp silvestre) y domesticadas (T. tuberosum subsp
tuberosum) se han encontrado en los Andes desde Colombia hasta el noroeste de Argentina
entre los 2400 — 4300 msnm. Es posible que el proceso de domesticacion se haya dado en
el area comprendida entre la regién de Ecuador y Bolivia debido a la gran diversidad

encontrada en esta area (Manrique et al., 2014; Grau et al., 2003).

2.1.2 Sistemas de cultivo, cosecha y post-cosecha

El ciclo de cultivo de la mashua puede ser de seis a nueve meses. A partir de los tres meses
empieza la floracion, uno o dos meses mas tarde la produccién de semilla y a partir de los
siete meses es posible cosechar los tubérculos. La propagacion es clonal seleccionando
tubérculos que serviran como semilla asexual la siguiente temporada de siembra (Grau et
al., 2003).

La mashua es un componente fundamental de los sistemas tradicionales de cultivo. El
sistema de produccion agricola en los Andes se basa en la rotacion y en el policultivo. En
la rotacién de cultivos, la mashua junto con la oca y el ulluco se siembran en pequefias
parcelas de monocultivo antes o después de la cebada, habas o chocho. En policultivo, la
mashua se intercala con otros tubérculos como la papa, oca o ulluco o con otros cultivos
como haba, quinua o chocho. En altitudes mas bajas, como en los valles interandinos del
Ecuador (altitud inferior a 3000 msnm), la mashua es intercalada con maiz y calabaza. La
mashua también es utilizada como cerco en las filas fronterizas de los campos de cultivo

pues se cree que esta practica repele a las plagas (Grau et al., 2003).

A menudo los agricultores cosechan la mashua progresivamente, de acuerdo a sus
necesidades, a veces dejando tubérculos en el suelo durante varias semanas hasta el
periodo de cosecha normal. Estos tubérculos pueden mantenerse en el suelo durante 1-2
meses después de la completa madurez sin deteriorarse. Es posible que la resistencia al
deterioro y enfermedades se deba a su contenido de glucosinolatos y a las bajas
temperaturas de las regiones donde es cultivada y se suele almacenar (Ramallo et al.,
2004).

Las practicas post-cosecha incluyen la limpieza de los tubérculos para eliminar la tierra (en
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caso sea cosechado de suelo mojado y/o arcilloso), la clasificacion de los tubérculos segin
el tamafio y el color, y la eliminacion del material golpeado o rasgado. En el Per( los
tubérculos son comdnmente llevados al aire libre en montones y tradicionalmente se
cubren con una capa de hierba seca ichu (Stipa ichu (R. & P.) Kunth) o de rafia (fibra
sintética). Esta capa es de unos pocos centimetros de espesor, lo suficiente para mantener a
los tubérculos en la oscuridad y aislarlos contra las heladas nocturnas y las temperaturas
altas del dia. La variacion de la temperatura por debajo de la cubierta es pequefia y oscila

alrededor de la temperatura ambiente promedio (Grau et al., 2003).

Antes del consumo de los tubérculos de mashua, estos se exponen a la luz solar directa
durante unos dias para mejorar la dulzura y la palatabilidad. Esta practica aumenta el
contenido de azucar probablemente mediante la induccion de la degradacion del almidon;
aungue también puede reducir el contenido de glucosinolatos (Grau et al., 2003).

2.1.3 Valor nutricional y propiedades medicinales

Espin et al. (2004) realizaron un estudio nutricional de las raices y tubérculos andinos. En
el Cuadro 1 se puede observar las principales caracteristicas nutricionales de los cultivos
que presentaban mayor representatividad en nimero de accesiones. Los valores para

mashua, oca y arracacha fueron promedios de 68, 46 y 31, accesiones respectivamente.

Cuadro 1. Informacion nutricional de la mashua, oca y arracacha

Mashua Oca Arracacha
Materia seca (%) 7,20-19,70 | 13,14-27,64 | 8,69 24,38
Energia (kcal/g) 4,13 - 4,25 3,87 - 4,05 3,73—-4,01
Proteina (%) 7,22-13,99 3,39 - 5,49 2,95 9,04
Almidon (%) 20,01-79,46 | 28,28 - 45,89 | 48,55 - 85,58
Azlcar Total (%) 6,77 - 55,23 4,27 3,82 -15, 22
Azucares reductores (%) 6,41 - 45,29 2,16 - 12,72 1,73 - 3,48

FUENTE: Espin et al. (2004)

El Instituto Nacional de Salud (INS Perud, 2009) indica que la mashua posee un contenido
de Vitamina C de 77,5 mg/100g, este valor es superior al de la oca (30-32 mg/100g),
arracacha (27,10 mg/100g) y tubérculos conocidos como la papa (8-27,13 mg/100g) o yuca
(22,70 mg/100g).



A parte de sus caracteristicas nutricionales, la mashua es importante por su contenido de
compuestos fendlicos y glucosinolatos. Dependiendo del genotipo de mashua, amarilla o
negra, el contenido de compuestos fenélicos comprende entre 10,9 — 57, 4 mg AGE-g ms™
y el contenido de antocianinas entre 0 — 13,6 mg cianidina 3-glucésido equivalente
(CGE)-g ms™. La correspondiente capacidad antioxidante hidrofilica determinada por el
método ORAC fue 165 - 601 pmol TE-g ms™ (Chirinos et al., 2008b).

Estos valores de compuestos fendlicos son comparables e incluso mayores a cultivos
reconocidos por su alto contenido de compuestos fendlicos como las moras (12,1-23,1
mg-g ms™), frambuesa (3,7-16,25 mg-g ms™) y fresas (9,4-13,9 mg-g ms™) (Wang y Lin,
2000). Los valores ORAC para la mayoria de bayas (berries) se encuentra entre 35-162,1
umol TE g™ bs (Chirinos et al., 2007a).

En un estudio realizado por Campos et al. (2006) compararon la capacidad antioxidante de
cuatro cultivos andinos. La mashua obtuvo el valor més alto 955-9800 pg TE g bh™,
seqguido de la papa nativa 860-3780 pg TE g bh™, la oca 1637-4771 pg TE g bh™ vy el
olluco, 483-1524 pg TE g bh™.

El sabor fuerte de la mashua se debe a su alto contenido de glucosinolatos. Segun la
variedad de mashua la concentracion de glucosinolatos comprende entre 36,5 — 90 umol g
ms™ y supera a otras cruciferas reconocidas por su contenido de glucosinolatos como la
acelga con 11 — 53 pmol g ms™ y la col con 10,9 y 17 umol g ms™ (Cartea et al., 2008). El
tipo de glucosinolato encontrado en mashua es el aromatico: p — metoxibenzil
glucosinolato (glucoaubrietin) (Ramallo et al., 2004). Este tipo de compuestos son
importantes por su actividad fungicida, bactericida, nematicidas y anticancerigenas
(Prakash y Gupta, 2012; Grau et al., 2003).

La mashua es reconocida por sus propiedades antiafrodisiacas, inductoras de la
menstruacion, se le recomienda para el tratamiento de enfermedades renales, dolor
hepatico, eczemas y algunos tipos de cancer. También tiene propiedades antifingicas,
insecticidas, nematicidas, antibidticas y diuréticas. Es posible que estas propiedades estén
relacionadas con el contenido de glucosinolatos y compuestos fendlicos en los tubérculos
(Ramallo et al., 2004; Grau et al., 2003).



2.2 Metabolitos secundarios

Las plantas vasculares contienen una infinidad de compuestos quimicos distintos a los
intermediarios y productos primarios del metabolismo. A estos compuestos se les conoce
como metabolitos secundarios y son los responsables de otorgar el olor, color y sabor
caracteristicos a las plantas. La distribucién de estos compuestos permite que sean usados

como marcadores taxondmicos (Bennet y Wallsgrove, 1994).

A pesar de ser llamados metabolitos secundarios juegan un importante rol en la etapa de
madurez de la planta pues forman parte de distintos mecanismos de defensa o
reproductivos (Bennet y Wallsgrove, 1994). La capacidad de sintetizar metabolitos
secundarios ha sido sujeta a seleccion natural durante la evolucion del reino vegetal y por
esta razén estos metabolitos abordan necesidades especificas. Por ejemplo, los compuestos
volatiles aromaticos y los pigmentos han evolucionado para atraer a los insectos
polinizadores. La capacidad de sintetizar quimicos toxicos ha evolucionado para repeler a
los patogenos y herbivoros (desde microorganismos hasta insectos y mamiferos) o para
suprimir el crecimiento de las plantas vecinas. Otros productos quimicos cumplen
funciones celulares que son exclusivas de la planta particular en la que se producen (por

ejemplo, resistencia a salinidad o sequia) (Pichersky y Gang, 2000)

Durante los ultimos miles de afios, los metabolitos secundarios se han utilizado para
propositos, tales como tintes, sabores, fragancias, estimulantes, alucindgenos, insecticidas,
y como agentes terapéuticos. En los dltimos afios ha habido un mayor interés en su
produccion ya que muchas investigaciones sefialaron que la ingesta modesta y a largo
plazo de estos compuestos previene la incidencia de canceres y muchas enfermedades
cronicas. Actualmente, ramas de la ciencia como la ingenieria metabolica y/o,
biotecnologia vegetal tienen como objetivo re-direccionar los flujos de carbono desde las
vias del metabolismo primario hacia el metabolismo secundario sin afectar el desarrollo

normal de la planta (Aharoni y Galili, 2011).

Las principales clases de metabolitos secundarios pueden clasificarse en tres grupos: 1) los
compuestos fendlicos, 2) terpenoides / isoprenoides y 3) compuestos con nitrogeno o



azufre en su composicion como los alcaloides y glucosinolatos respectivamente. Todos se
sintetizan a partir de distintas vias del metabolismo primario como la glucodlisis, el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA, Krebs), pentosas fosfato, via del shikimato y la via de
aminoacidos aromaticos (Figura 2) (Aharoni y Galili, 2011).
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Figura 2. Interaccion entre las vias del metabolismo primario y secundario
FUENTE: Aharoni y Galili (2011).

2.2.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos engloban a un grupo amplio de metabolitos secundarios con
diversas estructuras que en comun comparten anillos aromaticos hidroxilados. La mayoria
de compuestos fendlicos polimerizan hasta formar moléculas mas grandes como las
proantocianidinas, taninos condensados y/o lignanos. En plantas los compuestos fenolicos
ocurren como esteres o glicésidos conjugados con otros compuestos naturales como los
flavonoides, alcoholes, &cidos grasos y esteroles. Los dos compuestos mas importantes
encontrados en plantas son los acidos hidroxibenzoicos y los &cidos hidroxicinamicos
(Kabera et al., 2014).



Estructuralmente los compuestos fendlicos se dividen en cuatro grupos: (1) los compuestos
con un solo anillo aromatico que pueden tener afiadido hasta tres carbonos adicionales (C6-
C1; C6-C2; C6-C3). (2) Compuestos con dos anillos aromaticos, como las benzoquinonas
y xantonas unidos por un atomo de carbono (C6-C1-C6), los estilbenos, unidos por dos
atomos de carbono (C6-C2-C6) y los flavonoides, unidos por tres atomos de carbono (C6-
C3-C6). (3) Las quinonas y (4) los polimeros (Kabera et al., 2014). La ruta de sintesis de
estos compuestos involucra a la via del shikimato, via de fenilpropanoides y la via de

flavonoides (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de las vias involucradas en la sintesis de compuestos fendlicos.
PEP: fosfoenol piruvato, E4P: eritrosa 4-fosfato, DHAP: 3-deoxi-D-arabino
heptulosonato 7-fosfato, EPSP: 5-enol-piruvilshikimato-fosfato, Phe: fenilalanina,
PAs: proantocianidinas. Enzimas: DHAPS: 3-deoxi-D-arabino heptulosonato 7-fosfato
sintasa, DD-SDH: dihidroquinato dehidratasa shikimato:NADP oxidoreductasa,
EPSPS: 5-enol-piruvilshikimato-fosfato sintasa, CHOS: corismato sintasa, PAL:
fenilalanina amonia liasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa, CHI: chalcona isomerasa,
F3H: flavonoide 3-hidroxilasa, DFR: Dihidroflavonol 4-reductasa, ANS/LDOX:

antocianidina sintasa/leucoantocianidina dioxigenasa, UFGT: UDP-glucosa flavonoide



3-O-glucosiltransferasa, ANR: antocianidina reductasa y LAR: leucoantocianidina
reductasa.
FUENTE: Martinez et al. (2013)

Los polifenoles pueden dividirse en flavonoideos y no flavonoideos.

a. Flavonoides

Son compuestos hidrosolubles que se almacenan en las vacuolas de las células vegetales
(Jing, 2006). Son responsables del color amarillo, rojo o azul, de la filtracién de rayos UV,
fijacion simbiotica del nitrogeno, también estan involucrados en la sefializacion quimica y

regulacion del ciclo celular (Kabera et al., 2014).

Los flavonoides son bastante populares porque se les atribuye efectos benéficos como
antialérgicos, anticancerigenos, antioxidantes, antiinflamatorios y antivirales. Se pueden
dividir en las siguientes clases: antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas, chalconas,
flavononas, isoflavonas, flavanoles y proantocianidinas (Kabera et al., 2014). A

continuacion se describiran las clases mas comunes y pertinentes para esta tesis.

- Antocianinas

Las antocianinas son glicésidos de la antocianidina. La estructura bésica de la
antocianidina o aglicona es una cadena de carbonos C6-C3-C6 denominada nucleo flavilio
(Figura 4). Las seis antocianidinas mas comunes son la cianidina, pelargonidina,

peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina (Jing, 2006).

Figura 4. Estructura bésica de la antocianidina, nucleo flavilio.
FUENTE: Jing. (2006).



En vegetales, las antocianidinas suelen presentarse glicosiladas bajo la forma 3-glicdsido
y/o 3,5-diglicésido. Los azucares mas comunes son la glucosa, galactosa,
ramnosa, xilosa y arabinosa. Adicionalmente los azlcares pueden encontrarse acilados por
acidos cinamicos como el cafeico, p-cumarico, ferulico, galico, p-hidroxibenzoico o
sinapico; o acidos organicos como el acético, malico, maldnico, oxalico o succinico
(Chirinos et al., 2006; Jing, 2006).

- Flavonas y flavonoles

Las flavonas tienen sustituciones en los anillos A y By carecen de oxigeno en la posicién
3 del anillo C. Los flavonoles pueden ser considerados como 3-hidroxiflavonas. Las
diferencias individuales surgen del nimero y la distribucion de los grupos hidroxilo, asi
como de la naturaleza y el grado de alquilacion y / o glicosilacién de estos grupos. Al igual
que otros flavonoides, las flavonas y flavonoles que se encuentran con mayor frecuencia en
las plantas son aquellos con hidroxilacion del anillo B en las posiciones 3 'y 4', seguidos de

los hidroxilados en la posicion 4” (Iwashina, 2000).

Las flavonas y flavonoles no contribuyen notablemente a la coloracion de la planta,
excepto cuando ocurren en altas concentraciones, como en las hojas suculentas de la

cebolla, o cuando estdn acomplejados con un metal (Herrmann, 1976).

El sitio de unién mas comun del azucar a los flavonoides es la posicion 3, y menos
frecuente la posicion 7. En el caso de los diglicésidos, los 3-O-biosidos y 3,7-di-O-
glucésidos ocurren con mayor frecuencia. Las flavonas se presentan principalmente como
7-0O-glucosidos. La D-Glucosa es el residuo de azicar més frecuente, pero también se
encuentran D-galactosa, L-ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa, D-apiosa, asi como &cido D-

glucuronico y acido D-galacturonico (Herrmann, 1976).

La acilacion se produce con &cidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos, asi como con los
acidos benzoico, malonico, acético y otros. En estos casos, los acidos estan esterificados
con los azlcares y no estan unidos a los grupos hidroxilo fenolicos. Los flavonoles mas
comunes son el kaempferol, la quercetina, la myrcetina e isorhamnetina. Las flavonas mas

comunes son la apigenina, la luteolina, la tricina y el crisoeriol (Herrmann, 1976).
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- Flavanoles

Son flavonoides que carecen un grupo carbonilo en la posicion 4. Se distribuyen
ampliamente en el reino vegetal pero no ocurren en las familias que contienen betalainas
posiblemente a la falta de dihidroflavonol 4-reductasa. Las mas importantes son las

catequinas, epicatequinas y epigalocatequinas (lwashina, 2000).

b. No Flavonoideos

Los compuestos no flavonoideos se dividen en &cidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, fenoles volétiles, estilbenos, lignanos y cumarinas. Tambien se
considera a los polifenoles polimerizados como los taninos, estos polifenoles precipitan las
proteinas y pueden formar complejos con proteinas, almidon, celulosa y minerales. Son
sintetizados por la via del shikimato y se dividen en dos grupos: taninos hidrolizables,
como los galotaninos y elagitaninos, y los taninos condensados (Kabera et al., 2014;
Rentzsch et al., 2009).

2.2.2 Terpenoides / isoprenoides

Son derivados del isopentenil disfosfato (IPP) y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP),
estos compuestos son los precursores de la biosintesis de isoprenoides que tendrén luego
funcién en el crecimiento y desarrollo de las plantas. La sintesis de isoprenoides puede
utilizar la via del mevalonato (Figura 2) o la via del metileritritol fosfato. La via del
mevalonato provee los precursores para la biosintesis en el citosol de sesquiterpenos,
poliprenoles, fitoesteroles, brassinoesteroides y triterpenoides y para la sintesis de
terpenoides en mitocondria (ubiquinonas y poliprenoles). La via del metileritritol fosfato
se utiliza para la sintesis de hemiterpenoides, monoterpenoides, diterpenoides, carotenoides
y sus productos de lisis como citoquininas, giberelinas clorofila, tocoferoles y

plastoquinonas (Tholl, 2015).
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2.2.3 Alcaloides y glucosinolatos

Los alcaloides son derivados de amino&cidos, basicos y contienen nitrogeno en un anillo
heterociclico. La potente actividad biolégica de algunos alcaloides ha llevado a su
explotacion como productos farmacéuticos, estimulantes, narcoticos y venenos. Los
alcaloides derivados de plantas incluyen a los analgésicos morfina y codeina, los agentes
anticancerigenos vinblastina y taxol, la supresora de la gota colchicina, el relajante
muscular tubocurarina, la ajmalina antiarritmica, el antibiotico sanguinarina y el sedante
escopolamina. Otros alcaloides importantes de origen vegetal son la cafeina, la nicotina, la

cocaina y la heroina derivada de la morfina sintética (Facchini, 2001).

Los alcaloides pueden agruparse en cuatro grupos. (1) Alcaloides inddlicos terpenoides,
como la vinblastina y quinina; (2) alcaloides benzilisoquinolinicos, como la morfima y
colchicina; (3) alcaloides purinicos, como la cafeina y teobromina y (4) alcaloides del

tropano, como la atropina y hiosciamina (Facchini, 2001).

Los glucosinolatos (-tioglucosido-N-hidroxisulfatos), son los precursores de los
isotiocianatos, estan presentes en 16 familias de angiospermas dicotileddneas que incluyen
un gran namero de especies comestibles. Los glucosinolatos y / o sus productos de
degradacién se conocen desde hace mucho tiempo por sus propiedades fungicidas,
bactericidas, nematicidas y alelopaticas y quimioprotectoras contra el céncer. Las
principales familias que presentan glucosinolatos son Brassicaceae, Capparaceae Yy

Caricaceae (Fahey et al., 2001).

Los glucosinolatos pueden ser del tipo alifatico, metiltioalquilicos, aromaéticos y
heterociclicos. Tambien se pueden clasificiar de acuerdo a la estructura de las cadenas
laterales: lineales, ramificadas, con dobles enlaces, grupos carbonilo o hidroxilo o
sulfuricos (Fahey et al., 2001).

2.3 Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan a las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y nitrégeno llamadas en general radicales libres (Devasagayam et al., 2004). Existe

evidencia que relaciona el consumo de alimentos con una alta capacidad antioxidante con
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una menor incidencia de multiples enfermedades, cancer y la desaceleracion del proceso de

envejecimiento (Dudonné et al., 2009).

Es sabido que los compuestos fenolicos ejercen una accion antioxidante en los sistemas
bioldgicos. La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos esta relacionada con el
numero de grupos hidroxilos disponibles en su estructura quimica y por ende de su
concentracion en la matriz de reaccion. La interaccion entre compuestos fenolicos es
fundamental porque pueden tener un efecto sinergistico o antagonista sobre la capacidad
antioxidante final (Jacobo-Velazgquez y Cisneros-Zevallos, 2009).

Jacobo-Veldzquez y Cisneros-Zevallos (2009) recomiendan el uso de la capacidad
antioxidante especifica (razon entre la capacidad antioxidante total y el contenido de
fendlicos solubles) como un mejor pardmetro para entender y comparar la capacidad
antioxidante entre genotipos, estados de maduracién y/o tratamientos como el

almacenamiento post-cosecha.

La medicion de la capacidad antioxidante en alimentos y suplementos dietéticos se puede
realizar por distintos métodos. La eleccidn del método depende del tipo de antioxidante y
del tipo de radical o fuente oxidante. Los antioxidantes pueden neutralizar a los radicales
libres por dos mecanismos principales: por transferencia de un &tomo de hidrogeno, HAT
(por sus siglas en inglés Hydrogen atom transfer) y por transferencia de un electron, SET
(por sus siglas en inglés Single electron transfer) (Prior et al.,, 2005). Algunas
consideraciones para la eleccion de un método para la cuantificacion de la capacidad
antioxidante son que el método se haya utilizado durante una cantidad suficiente de tiempo
y en un nimero de diferentes laboratorios de tal manera que los puntos fuertes y débiles del

ensayo hayan sido puestos en evidencia.

Un método estandarizado segun la Official Method of Analysis International (AOC, 1995)
debe cumplir los siguientes requisitos: (1) mide la quimica que ocurre realmente en
aplicaciones potenciales; (2) utiliza una fuente de radicales bioldgicamente relevante; (3)
simplicidad; (4) utiliza un método con un punto final y mecanismo quimico definidos; (5)
instrumentacion facilmente disponible; (6) reproducibilidad; (7) adaptabilidad para el

ensayo de antioxidantes hidréfilos y lipofilos y uso de distintas fuentes de radicales; (8)
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alto rendimiento para analisis rutinario de control de calidad. Las caracteristicas de
rendimiento que deben ser considerados en la estandarizacion de un ensayo incluyen (a)
rango analitico, (b) recuperacion, (c) repetitividad, (d) reproducibilidad, y (e) el
reconocimiento de sustancias interferentes (Prior et al., 2005). Los métodos mas utilizados
basados en el mecanismo HAT son: ORAC (capacidad de absorcion de radicales oxigeno)
y TRAP (potencial antioxidante total). EI mas utilizado basado en el mecanismo SET es:
FRAP (capacidad de reduccion férrica del plasma). También existen variantes que utilizan
un atomo de Cu en vez de Fe. Algunos métodos utilizan ambos mecanismos como: TEAC
(capacidad antioxidante equivalente de Trolox) y DPPH (ensayo de 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil) (Prior et al., 2005).

2.4 Estrés oxidativo en plantas

Las especies reactivas de oxigeno (EROS) provienen de la reduccién del oxigeno
molecular (O,). Cuando la estructura electronica del oxigeno se altera da lugar a moléculas
altamente reactivas que dafian la estructura celular y su funcién. En plantas, las EROS mas
comunes son el oxigeno singulete (*O,), el superéxido (O,), el peréxido de hidrégeno
(H20,) vy el radical hidroxilo ((OH). Radicales secundarios como el radical alcoxil (RO,
radical peroxil (ROO") y peroxidos organicos se producen por la peroxidacion enzimatica

de lipidos o iniciada por O (Reilly et al., 2003).

En sistemas vegetales las EROS se forman en los organelos donde ocurre el flujo de
electrones del metabolismo como los cloroplastos, la mitocondria y peroxisomas. Bajo
condiciones de alta luminosidad los cloroplastos y peroxisomas son los principales
productores de EROS mientras que en oscuridad la mitocondria se vuelve la fuente

principal (Impa et al., 2012).

Las EROS pueden formarse durante la fotosintesis cuando los electrones del agua reducen
al NADP. Cuando el NADP no es regenerado o la concentracion de CO, es limitada, los
electrones de la cadena transportadora de electrones son aceptados por el oxigeno
molecular y se forman los radicales superoxido. Bajo condiciones de estrés la via de
fotorespiracion se activa y se produce H,O, por la enzima glicolato oxidasa de los
peroxisomas. Las EROS se producen tanto bajo condiciones normales como de estrés

porque cumplen un rol importante de sefializacion celular, el balance entre las EROS y las
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defensas antioxidantes es vital para el desarrollo vegetal. La explosion oxidativa (O, vy
H.0,) como respuesta a estimulos externos promueve la expresion de genes involucrados
en defensa que inducen engrosamiento de pared celular y muerte celular (Martinez et al.,
2016; Reilly et al., 2003).

Cuando las plantas son expuestas a condiciones ambientales adversas como sequia,
heladas, calor, deficiencia de oxigeno y contaminacion del aire, sufren estrés y las plantas
solo expresan una fraccién de su potencial genético. Para mitigar los efectos citotdxicos de
la acumulacion de ROS, las plantas han desarrollado una maquinaria antioxidante que
consiste en componentes enzimaticos y no enzimaticos. Entre los componentes
enzimaticos la superéxido dismutasa (SOD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutatidn
reductasa (GR), la catalasa (CAT) y la peroxidasa son las mas importantes; mientras que
los compuestos antioxidantes no enzimaticos mas importantes son el glutation, acido
ascorbico, carotenoides y flavonoides, entre otros. Su funcion combinada (enzimatica y no
enzimatica) mantiene a la célula con un equilibrio adecuado de EROS (Martinez et al.
2016). Los principales metabolitos secundarios afectados por estrés abidtico son las vias
involucradas en la sintesis de: terpenos, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados
(Cisneros-Zevallos, 2003).

Ghosh y Xu (2014) hacen una revision de las proteinas expresadas durante distintos tipos
de estrés abidtico en diferentes cultivos. Proteinas involucradas en prevencion de dafio
oxidativo y secuestrantes de EROS incrementan su expresion en raices bajo distintos tipos
de estreses (sequia, salinidad y/o frio), las plantas se valen de distintos mecanismos de
respuesta: Puede haber un incremento de sintesis de proteinas del metabolismo primario
con la finalidad de mejorar la demanda de energia; pueden incrementar el nimero de
canales transmembrana con la finalidad de mantener el balance osmdtico; pueden
incrementar la sintesis de metabolitos secuestradores de EROS para prevenir el dafio
oxidativo y/o puede haber una mayor sintesis de proteinas de defensa y para la remocion

de proteinas dafiadas o desnaturalizadas.

La respuesta por parte de la planta luego del periodo de estrés (recuperacion) involucra la
sintesis de proteinas relacionadas al proceso de lignificacion para otorgar una mayor
resistencia mecanica; proteinas del citoesqueleto para mantenimiento y reparacion de la

celula 'y proteinas de sefializacion relacionadas con el crecimiento (Ghosh y Xu 2014).
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Las variaciones en temperatura pueden tener distintos efectos, fisiologicos en las plantas,
pueden alterar la tasa de reacciones a menudo causando senescencia a temperaturas
elevadas sobre el promedio y a temperaturas por debajo del promedio puede haber una
mayor produccién de antocianinas. También se ha reportado una correlacién positiva entre
el contenido de fendlicos y el incremento de la intensidad luminica. El estrés causado por
frio puede generar una respuesta de sintesis de sustancias crioprotectoras como azlcares —
alcohol, azucares solubles y compuestos nitrogenados de bajo peso molecular y/o inducir
un aumento de compuestos fendlicos e incorporarlos en la pared celular como suberina o

lignina (Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011).

El estrés causado por altas temperaturas altera la composicién de los lipidos de las
membranas celulares y las vuelven mas fluidas; afecta la actividad de las enzimas porque
ocurre desnaturalizacion y disociacion de la estructura cuaternaria. En conjunto el dafio en
membranas y proteinas ocasiona la generacion de EROS y un desbalance metabolico. Si el
desbalance no es controlado por la planta resulta en un dafio oxidativo causado por el calor
y los sintomas fisiol6gicos son una menor tasa fotosintética, disminucion de fijacion de
carbono, baja asimilacion transmembranal, fallas reproductivas y senescencia (Larkindale
et al., 2005).

Una de las respuestas al estrés por calor es la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP,
por sus siglas en inglés). Y son un tipo de proteinas chaperonas involucradas en el pliegue
y despliegue de proteinas para mantener o modificar su actividad (Larkindale et al., 2005).
Bajo condiciones normales las HSP estan constitutivamente blogueadas por los factores de
transcripcion de choque térmico (HSF). Bajo estrés por calor los HSF liberan a las HSP y
se unen a promotores de genes asociado a las respuesta al calor para inducir su sintesis
(Lurie y Pedreschi, 2014).

2.4.1 Sintesis de flavonoides bajo estrés abidtico.

Los flavonoides son el tipo de metabolito secundario que se sintetiza y distribuye con
mayor frecuencia bajo condiciones de estrés severo en plantas. El estrés puede inactivar a
las enzimas antioxidantes e inducir la biosintesis de flavonoides. Por ejemplo, el exceso de

luz es estresante para las plantas a diario y podria reducir la actividad de las enzimas
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antioxidantes del cloroplasto y a la vez regular positivamente la biosintesis de los
flavonoides, incluso en ausencia de radiacion UV. Por lo tanto, la actividad de los
flavonoides puede constituir un sistema antioxidante “secundario™ que se activa como
consecuencia del agotamiento de la actividad de las enzima antioxidantes (Agatti et al.,
2012).

Los flavonoides se pueden ubicar en las vacuolas de células del mesofilo, en cloroplastos,
en el nucleo protegiendo el ADN o interactuando con membranas. Debido a sus
caracteristicas hidrofilicas interactdan con las cabezas polares de los fosfolipidos y pueden

reorganizar las membranas para prevenir dafios oxidativos (Agatti et al., 2012).

El estrés causado por radiacion UV-B y/o completa radiacion solar suele regular
positivamente la sintesis de flavonoides sin tener efectos significativos en la sintesis de
acidos hidroxicinamicos o hidroxibenzoicos. La induccién por radiacion UV afecta
principalmente a los anillos B dihidroxilados como la quercitina o luteolina sobre los
anillos B monohidroxilados como el kaempferol o apigenina respectivamente.
Adicionalmente estos compuestos pueden quelar iones como el Fe y el Cu y prevenir la
generacion de EROS (Agatti et al., 2012; Di Ferdinando et al., 2012).

Se ha demostrado que los flavonoides también se acumulan como consecuencia de un
descenso en la temperatura en las células epidérmicas de varias especies vegetales. Este
aumento se detecto en plantas irradiadas con luz blanca en ausencia de radiacion UV, por
lo tanto la acumulacion era una respuesta al dafio fotoxidativo inducido por frio. Este tipo
de estrés también induciria la expresion de genes relacionados con la sintesis de flavonoles
de anillo B dihidroxilado (Di Ferdinando et al., 2012; Bilger et al., 2007).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se trabajo con el nimero de accesion de mashua CIP203021 conservada en el banco de
germoplasma del Centro Internacional de la Papa (CIP). Los datos pasaporte de la accesion

son:

Numero de coleccidn/genotipo: ARB5241
Nombre de la accesion: Yana afiu
Lugar de colecta: Comunidad Amaru, distrito Pisac, provincia Pisac, departamento Cusco.

Altura del sitio de coleccion: 3754 msnm.

La coleccion de germoplasma de mashua que custodia el CIP es mantenida en la
comunidad La Libertad (~ 3700 msnm), en el distrito Heroinas Toledo de la provincia de
Concepcidn en el departamento de Junin. En este lugar se sembraron las plantas de mashua
utilizadas en esta investigacion. La siembra fue en octubre del 2014 y la cosecha en junio
del 2015.

3.2 Procesamiento de muestras

Inmediatamente después de la cosecha se seleccionaron tubérculos de tamafio homogéneo
(~ 30 gramos por tubérculo) hasta alcanzar aproximadamente 10 Kg de muestra total. Se
dividieron los tubérculos en tres grupos correspondientes a los tres tratamientos post-
cosecha: soleado, refrigerado y sombra. En el tratamiento soleado los tubérculos se
extendieron sobre bolsas de yute y se mantuvieron sobre el techo de un cuarto, en el
tratamiento sombra los tubérculos se extendieron sobre una tarima en un cuarto cerrado,
para ambos casos en las noches se cubrian los tubérculos con bolsas de yute para
protegerlos de la helada. Para el tratamiento refrigerado se envié 4,5 Kg de tubérculos



recién cosechados a Lima y se guardaron en una refrigeradora graduada a 4 °C y ~ 90% de
humedad relativa. La duracion de cada tratamiento fue de 15 dias y se muestred 0,5 Kg de
tubérculos cada tres dias. Las muestras colectadas en los tratamientos soleado y sombra se
empacaron en bolsas de papel y enviaron rapidamente a Lima luego de su colecta. El
procesamiento de la muestra y analisis se realizd en las instalaciones del Instituto de

Biotecnologia — Area Biotecnologia Industrial de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM).

Las condiciones promedio de temperatura y humedad durante el desarrollo de los
tratamientos post-cosecha se muestran en el Cuadro 2. Adicionalmente se monitored la
temperatura interna de seis tubérculos de mashua durante todo el experimento (Cuadro 2).
Para este fin se introdujo sensores al interior del tubérculo y al retirarlos se sellaba la
herida producida con silicona. La fluctuacién diaria de las temperaturas méaximas y

minimas para los tres tratamientos se muestra en la (Figura 5).

Cuadro 2. Condiciones promedio de temperatura (°C) y humedad
relativa (%) de los tres tratamientos post-cosecha evaluados.

Condicion Soleado Refrigerado Sombra
T méxima (°C) ambiental 458+2,1 11,4+18 17,005
T minima (°C) ambiental 80+14 40+08 98+0,7
T méaxima (°C) interna 434+13 95%+11 15805
T minima (°C) interna 81+11 42+09 96%0,6

HR % méaxima 645+46 834+27 591+45
HR % minima 178+8 528+44 43,7+26
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Figura 5. Temperaturas internas maximas y minimas registradas a

partir de seis tubérculos de mashua para cada tratamiento post-cosecha.



El procesamiento que siguieron las muestras se describe a continuacion:

Seleccion: Los tubérculos que presentaban dafio mecanico o microbioldgico fueron
descartados.

Lavado: Los tubérculos se lavaron manualmente con agua potable, con el fin de
retirar el barro, tierra y cualquier elemento extrafio. Posteriormente, se
desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio a una concentracion de 200
ppm.

Molienda. Las muestras se congelaron en nitrogeno liquido (-180 °C) y se
molieron.

Liofilizacion. Las muestras molidas se liofilizaron y colocaron en bolsas de
aluminio, se aplico gas nitrogeno para evitar la presencia de oxigeno y se sellaron.
Las condiciones de liofilizacién fueron: -45 °C (condensador) y 133 x 10 mBar de
presion.

Almacenamiento: A -80 °C hasta el momento de analisis.

3.3 Materiales, equipos y reactivos

3.3.1 Reactivos

2,2" azinobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) (Sigma Aldrich)
2,2" azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- sulfonate) (ABTS) (Sigma Aldrich)
Acetonitrilo (Fermont)

Acido acético (Fermont)

Acido clorhidrico al 37% (Fisher)

Acetato de Sodio (Acetato de sodio trihidratado, HiMedia)

Cloruro de Potasio (Cloruro de potasio, HiMedia)

Fluoresceina (Sigma Aldrich)

Folin- Ciocalteau 2N (Merck)

Fosfato de potasio monobasico (Merck)

Metanol (grado HPLC, J.T. Baker, Trinidad y Tobago)

Nitrogeno gaseoso N2UHP (AGA)
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- Nitrégeno liquido
- Persulfato de potasio (Sigma Aldrich)
- Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-carboxilico, Sigma Aldrich)

3.3.2 Equipos

- Agitador magnético (CAT, modelo M6, Alemania)

- Agitador rotatorio (Heidolph Polymax 2040, Alemania)

- Balanza analitica (OHAUS, modelo AR2140, USA)

- Centrifuga (Hettich, Rotofix 32, Alemania)

- Cromatografo liquido de ultra alta resolucion (UPLC®) con detector de arreglo de
fotodiodos (PAD) (Waters, USA)

- Espectrofotometro (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV, USA)

- Estufa al vacio (VWR, 1400E-2, USA)

- Lector de microplacas-Fluorimetro (Biotek Modelo Synergy 2, U.S.A.)

- Potenciometro (Thermo-Orion, modelo Star A211, USA)

- Rotavapor (Heidolph Modelo Heizbad HB, Alemania)

- Sensores de temperatura y humedad relativa Coolbox

- Selladora Oster V2240

3.3.3 Materiales

- Beakers de 50, 100, 200 ml

- Columna ACQUITY UPLC ® BEH C18 1,7 um (2,1 x 100 mm)
- Filtro tipo GV de 0,22 um Millipore

- Fiolas de 500 ml

- Matraces de 250 ml

- Micropipetas y tips de 20- 200 pl, 100-1000 ul y 500-5000 pl

- Microplacas

- Placas Petri de 5cm de diametro

- Tubos Falcon de 50 ml

- Tubos de ensayo
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3.4 Métodos de analisis

3.4.1 Determinacién de humedad

Se determind por el método gravimétrico porcentual Método 920.151 (AOAC, 1995). Se
colocd 0,5 g de liofilizado en placas de vidrio en una estufa a 75 °C, 5 bar de presion

durante 5 horas. Los andlisis se realizaron por triplicado.

3.4.2 Determinacion de compuestos fenolicos totales (CFT)

Se utilizé 0,5 g de mashua liofilizada para la extraccion con 25 ml de metanol al 80%. Se
agitd durante 5 minutos y se dejo incubando a 4 °C por 24 horas. Luego se centrifugd a
2397 g por 10 minutos y el sobrenadante se traslado a viales &mbar. Para almacenar, los
extractos (sobrenadante) fueron inyectados con nitrégeno gaseoso y se congelaron a -20
°C. Todo el proceso se desarroll6 protegiendo las muestras de la luz. Se prepararon

extractos por triplicado de cada muestra.

Los compuestos fendlicos totales se cuantificaron mediante la metodologia de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). La absorbancia se midi6 a 755 nm, se utiliz6 acido
galico como estandar y los resultados se expresaron en miligramo de &cido galico por

gramo de materia seca (mg AGE-g ms™). Los analisis se realizaron por triplicado.

3.4.3 Extraccién y cuantificacion de antocianinas totales (ACYT)

Se homogenizaron 0,2 g de mashua liofilizada con 15 ml de solvente de extraccion (85:15
etanol al 95%: HCI 1,5 N, v/v), se agitd por 5 minutos y se mantuvieron a 4°C por 24
horas. Luego se centrifugd a 150 g por 15 minutos y se utilizd el sobrenadante
inmediatamente para la cuantificacion por la metodologia de pH diferencial (Giusti y
Wrolstad, 2001).

Las absorbancias se midieron a 520 y 700 nm para las diluciones en buffers pH 1y pH 4,5.
En trabajos anteriores se determind que la antocianina predominante es la delfinidina 3-
glucdsido, por lo tanto, los calculos se realizaron en base a este compuesto (Chirinos et al.,

2006). Se utilizé un peso molecular de 500,83 g-mol™ y un coeficiente de extincién molar
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de 29000 (Sadilova et al., 2006). Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados
se expresaron en miligramos de equivalentes de delfinidina 3-glucésido (DGE) por gramo

de materia seca (mg DGE-g ms™).

3.4.4 Determinacion de capacidad antioxidante hidrofilica (ABTS)

La capacidad antioxidante hidrofilica ABTS se determind de acuerdo al procedimiento
propuesto por Re et al. (1999), con algunas modificaciones. La solucion de ABTS vy los
extractos se diluyeron con metanol y el tiempo de reaccion fue de 3 horas a temperatura
ambiente. Se us6 como blanco el metanol y las lecturas fueron realizadas a 734 nm. La
capacidad antioxidante se calcul6 como los micromoles de equivalentes de Trolox por

gramo de materia seca (umol TE-g ms™), utilizando al Trolox como estandar.

3.4.5 Determinacion de capacidad antioxidante (ORAC)

El ensayo ORAC se realizd de acuerdo a la metodologia estandarizada por Chirinos et al.
(2008b). Se utiliz6 2,2-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) como
generador de radicales peroxilo, Trolox como estandar y fluoresceina como sonda
fluorescente. Para la reaccién se tomaron 25 pl de buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4
(blanco), estandar de Trolox o muestra diluida en buffer PBS y se mezclé con 250 ul de
fluoresceina 55 nM y se incub6 a 37 °C por 10 minutos. La inyeccion de 25 pl de AAPH
153 nM fue automética. La fluorescencia se midi6 a 485 nm (excitacion) y a 520 nm
(emisién) cada minuto durante 50 minutos. Los valores finales de ORAC se calcularon
midiendo el area debajo de la curva de decaimiento y se expresaron como pmol de Trolox

por gramo de materia seca (umol TE-g ms™).

3.4.6 Determinacion del perfil de compuestos fendlicos mediante cromatografia
liquida de ultra performance

Los extractos fendlicos obtenidos en el acapite 3.4.2 se concentraron en un rotavapor a 50
°C hasta la sequedad y se resuspendieron en metanol grado HPLC hasta una concentracion
promedio de 2 mg AGE-ml™. Se utiliz6 un equipo UPLC® Waters Acquity H. Los
extractos fueron pasados por filtros tipo GV de 0,22 um Millipore, el filtrado fue pasado
por nitrogeno y se congelaron a -80°C protegidos de la luz hasta el momento de la corrida
por UPLC-PAD. Se utiliz6 una columna ACQUITY UPLC ® BEH Cig 1,7 um (2,1 x 100
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mm). La temperatura de corrida fue 30 °C y la duracion fue de 30 minutos en total bajo un
flujo de 0,2 ml-min™, el volumen de inyeccién fue 2,0 pl. Los solventes utilizados fueron
Agua (Solvente A) y Acetonitrilo (Solvente B), ambos con 0,1% de acido férmico. El
gradiente del solvente fue de 2% de B de 0 - 2 min; 7% de B de 2 — 4 min; 12% de B de 4
— 15 min; 26% de B de 15 — 20 min; 55% de B de 20 — 25 min; 95% de B de 25 - 29 miny
2% de B de 29 — 30 min. Los compuestos fenolicos fueron identificados con estandares
previamente inyectados a las longitudes de onda de: 250 nm para acidos hidroxibenzoicos

y flavanoles, 320 nm para el &cido cinamico y 360 nm para los flavonoles.

3.4.7 Determinacion del perfil de antocianinas mediante cromatografia liquida de
ultra performance

Las antocianinas obtenidas en el acapite 3.4.3 se concentraron en un rotavapor a 50 °C
hasta la sequedad y se resuspendieron en metanol grado HPLC hasta una concentracion
promedio de 2 mg DGE-ml™. Los extractos fueron pasados por filtros tipo GV de 0,22 pm
Millipore, el filtrado fue pasado por nitrégeno y se congelaron a -80 °C protegidos de la
luz hasta el momento de la corrida por UPLC®-PDA. Se utiliz6 una columna ACQUITY
UPLC ® BEH Cyg 1,7 um (2,1 x 100 mm). La temperatura de corrida fue 30 °C y la de la
muestra fue 5 °C, la duracién fue de 15 minutos en total bajo un flujo de 0,4 ml-min™, el
volumen de inyeccion fue 2,0 pl. Se utilizd un equipo UPLC Waters Acquity H. Los
solventes utilizados fueron Agua con 5% de acido férmico (Solvente A) y Acetonitrilo
(Solvente B). El gradiente del solvente fue de 5% de B de 0 - 1 min; 30% de B de 1 — 8
min; 95% de B de 8 — 11,5 min y 5% de B de 11,5 — 15 min. Los ultimos 5 minutos fueron
de limpieza. Las muestras se analizaron por duplicado. Las antocianinas fueron

identificadas con estandares previamente inyectados a la longitud de onda de 520 nm.
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35 Anadlisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio factorial completamente al azar de dos
factores. Uno de los factores fueron los tratamientos post-cosecha: soleado, refrigerado y
sombra y el segundo factor fueron los dias transcurridos desde la cosecha: 0, 3, 6, 9, 12 y
15 dias.

Los efectos principales, simples y de interaccion fueron determinados mediante un analisis

de varianza (ANOVA) y pruebas de comparaciones multiples, usando para ellos el
software R (A Language and Environment for Statistical Computing) (R Core team, 2013).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales y determinacion de perfil de
compuestos fenolicos no antocianos

La evolucion de los compuestos fenolicos totales (CFT) para el genotipo ARB5241, de
acuerdo a los distintos tratamientos post-cosecha evaluados, se presentan en la Figura 6.
Las medias de los resultados de los CFT para cada tratamiento se presentan en el Anexo 1.
La concentracion inicial de CFT fue 10,63 + 0,67 mg AGE-g ms™. La mashua es
reconocida por poseer un elevado contenido de CFT, segun la variedad, color de piel y/o
color de pulpa, se ha reportado que el contenido de CFT se encuentra entre 14 - 24 mg de
4cido clorogénico-g ms™ (Chirinos et al., 2007a), o de 10,9 - 57, 4 mg de AGE-g ms™
(Chirinos et al., 2008b) y especificamente para el genotipo ARB 5241 se ha determinado
valores de hasta 57,4 mg AGE-g ms™ (Chirinos et al., 2008b), siendo este valor superior al

encontrado en el presente estudio.

De la Figura 6 se observa que, al tercer dia hubo un incremento en la concentracién de
CFT para todos los tratamientos post-cosecha, siendo significativo solo para los
tratamientos refrigerado y sombra (p < 0,05), alcanzandose valores de 12,54 + 0,33; 12,93
+1,16 y 14,57 + 0,18 mg AGE-g ms™ para los tratamientos soleado, refrigerado y sombra,
respectivamente. En los dias sucesivos, para los tratamientos refrigerado y sombra, los
valores se mantuvieron constantes, sin diferencias significativas (p > 0,05) hasta el final de
la evaluacion, mientras que, para el tratamiento soleado los CFT disminuyeron
progresivamente hasta llegar a una concentracion de 3,48 + 0,22 mg AGE-g ms™ para el
dia 15 de tratamiento post-cosecha, perdiendo el 67,2% de su contenido inicial. Esta
pérdida estaria asociada a la oxidacion de los compuestos fendlicos de la mashua expuestos
a altas temperaturas e irradiacion. Chirinos et al. (2007a) evaluaron los efectos del soleado

en diez genotipos de mashua durante 35 dias con evaluaciones cada siete dias y hallaron



que los CFT para el genotipo ARB5241 disminuyeron progresivamente hasta el dia 14,
perdiendo casi el 40% del contenido inicial y luego no presentaron cambios significativos

hasta el dia 35.
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Figura 6. Evolucion del contenido de compuestos fendlicos totales para los

diferentes estreses post-cosecha del genotipo ARB5241 de mashua morada.

Es posible que la cantidad y velocidad de disminucién de CFT en la investigacion de
Chirinos et al. (2007a) haya sido menor porque la temperatura promedio durante el soleado
post-cosecha fue 10 °C mientras que en la presenta investigacion, el estrés fue mas severo
con una temperatura ambiental promedio de 26,9 °C y un rango promedio de diferencia
entre la temperatura méaxima y minima de 37,8 £ 3 °C. La temperatura interna promedio de
los tubérculos se mantuvo entre 2 y 0,2 grados por debajo de la méxima y minima

ambiental respectivamente (Cuadro 2).

El proceso de suberizacién podria explicar el incremento de compuestos fendlicos al tercer
dia para los tres tipos de estrés. La piel del tubérculo, peridermis, esta compuesta por el
felema, el felégeno y la felodermis (de exterior a interior). Existe evidencia que involucra
al felogeno y la felodermis con la expresion de proteinas de defensa e interaccion planta-
microorganismo y la felodermis con la expresion de proteinas de choque térmico (HSP, por
sus siglas en inglés) involucradas en la proliferacion celular y diferenciacién (Lurie y

Pedreschi, 2014). El objetivo de la suberizacion es proteger al tubérculo de la desecacion y



del ataque por patdgenos debido a dafios mecanicos. El tejido suberizado se caracteriza por

los depdsitos de polifenoles, acidos grasos y glicerol (Yang y Bernards, 2007).

En los tubérculos de papa se ha observado que el proceso de suberizacion esta relacionado
con depdsitos de homogalacturonanos y extensinas en el feldgeno del peridermo maduro
(Sabba y Lulai, 2005) y la formacion de geles por la presencia de pectato de calcio en la
pared celular (Thakur et al., 1997). Ramén (2017) report6 un incremento de fibra dietaria
soluble en mashua morada (genotipo ARB5241) al tercer dia bajo tres tipos de estrés
abidtico post-cosecha: soleado, refrigerado y sombra, esto posiblemente indique que,
durante los tres primeros dias existe una alta actividad del felégeno y acumulacion de
homogalacturonanos, pectatos y compuestos fenolicos en el proceso de suberizacion de

mashua.

En general el anélisis de varianza factorial (ANOVA) indico diferencias significativas en la
concentracion de CFT entre los factores dia, tratamiento post-cosecha y su interaccion
(Anexo 2).

Los resultados de los compuestos fendlicos determinados por UPLC®-PDA, se muestran
en el Cuadro 3 y 4, y Figura 7. Un total de 11 principales compuestos fendlicos no
antocianos fueron detectados en el perfil cromatografico de los tubérculos del genotipo
ARB5241. En funcion a sus caracteristicas espectrales, se identificé al acido galico (pico
1) y los compuestos fendlicos restantes pertenecieron a la familias de los flavanoles (picos
2 y 3), flavonoles (picos 4 y 11), un &cido cinamico (pico 5) y a acidos hidroxibenzoicos
(picos 6-10), compuestos que han sido reportados previamente por Chirinos et al. (2008a).
Diez compuestos fendlicos se encontraron en comudn para los tres tratamientos post-
cosecha (picos 1-10) y solo un flavonol del tipo rutina (pico 11) fue exclusivo del

tratamiento soleado.

Del anélisis cromatografico, el total de compuestos fendlicos no antocianos para el dia
inicial fue 1070,5 mg .100 g ms™. Al término de los 15 dias de almacenamiento, en los
tratamientos soleado y refrigerado se incrementd la concentracion de compuestos fendlicos

en 1,5 veces y para el tratamiento sombra se redujo a un 70% del valor inicial (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los principales
compuestos fenolicos no antocianos encontrados en los tubérculos del genotipo
ARB5241.

Pico Tlem,po de_ Longlt_ud o el Compuesto fendlico asignado
retencion (min) maxima (nm)

1 2,17 274.,6 Acido galico
2 7,14 271 Derivado de flavanol (a)
3 10,58 278,1 Derivado de flavanol (a)
4 20,26 354.0 Derivado de flavonol (b)
11 21,01 354.0 Derivado de flavonol (b)
5 21,50 281,7 Derivado de acido cinamico (d)
6 22,2 248,41 269,8 Derivado de acido hidroxibenzoico (c)
7 22,39 248,4 1269,9 Derivado de acido hidroxibenzoico (c)
8 22,97 252.0 Derivado de &cido hidroxibenzoico (c)
9 23,27 248,4 Derivado de acido hidroxibenzoico (c)
10 23,82 252 Derivado de cido hidroxibenzoico (c)

(a) Cuantificados como catequina, (b) cuantificados como rutina, (c) derivados de acido vainillico

0 protocatéquico pero cuantificados como &cido galico y (d) cuantificado como p-cumarico.

En el tratamiento de soleado, durante el curso del almacenamiento, se presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) en la concentracion de nueve de los compuestos
fenolicos detectados entre el inicio y el término del almacenamiento. Asi, el pico 1 (acido
galico) aument6 1,6 veces; el pico 2 (derivado de flavanol) aumentd hasta 7 veces su
concentracion; el pico 4 (derivado de flavonol) perdio el 80% de su contenido, el pico 11
(derivado de flavonol) se detectd luego de quince dias del tratamiento post-cosecha y el
pico 8 (derivado de &cido hidroxibenzoico) se redujo en 0,2 veces su contenido inicial.
Finalmente, los picos 5, 6, 7 y 10 (derivados de &cido cinamico e hidroxibenzoicos), se

degradaron por completo (Cuadro 4).

En el tratamiento refrigerado solo se presentaron variaciones significativas (p < 0,05) en
los contenidos del pico 2 (derivado de flavanol) y el pico 6 (derivado de &cido
hidroxibenzoico), que aumentaron progresivamente su concentracion desde el dia 9 hasta
alcanzar valores de 4,4 y 2,1 veces su concentracion al finalizar los 15 dias de tratamiento
(Cuadro 4).



Cuadro 4. Concentracion de los principales compuestos fendlicos no antocianos encontrados en los tubérculos del genotipo ARB5241
durante los tratamientos post-cosecha: soleado, refrigerado y sombra. Se muestran las medias y desviacion estandar.

mg* (100 g ms)'l
) Ac. Hbz. Flavanol Flavanol Flavonol Flavonol Ac. Hen Ac. Hbz. Ac. Hbz. Ac. Hbz. Ac. Hbz. Ac. Hbz.
frat o P1 P2 P3 P4 P11 P5 P6 P7 P8 P9 P10 Total
Control Do 2826+096 12161+7,00 664,96+2113 184+086 000+000 1291+009 3429+124 47,57 +238 9533+342 1989+0,00 27,31+1,22 1070,5 + 35,81
D3 3849+186 24135+2084 697,39+3642 20,16+218 0,00+0,00 12,69+0,00 3497+057 & 6,69+£000 10757 +1317 28,18+0,92 28,69+9,34  1216,2+ 63,65
s D6 3417+276 166,01+10,37 66045+3231 11,09+0,00 000+0,00 | 402+£0,00 2361+0,71 0,00+0,00 75,69+6,63 | 3426101 1303+0,00 1022,3+53,81
©
2 D9 3292+0,12 203,77 +6,94 540,22 +0,28 9,10+508 0,00+0,00 | 0,00+0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 40,25+151 3254149 17,83%0,00 876,6 + 12,16
e D12 46,38 £ 0,46 - 662,07 +23,41 0,00+£0,00 0,00+0,00 | 293+£0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,00 28,19+0,2,00 29,93+0,08 13,79+0,37  1584,8 + 26,66
D15 45,64 £ 6,46 617,3+109,89 = 3,14+0,00 0,00+0,00 0,000,00 0,00 + 0,00 19,3+ 0,00 26,18+3,32 = 0,00£0,00 1574,8 +270,96
D3 26,42 +0,18 268,94 £ 0,47 490,45+30,09 2941+7,77 0,00+£000 11,31+0,00 3486+0,00 4413+21,28 84,82+1407 1586+0,00 62,19+18,77 1068,4+ 31,52
}'; D6 26,88 +354 132,38 + 15,38 662,8+92,86 18,70+227 0,00+0,00 1398+0,00 36,08+520 32,08+4,27 13437+20,61 1885+3,08 3531+6,99 11114+154,21
? D9 30,13+9,27 | 269,6 + 17,08 584,00+0,00 26,45+957 0,00+0,00 55,59+0,00 39,14+0,00 178,24+56,22 | 37,66+0,00 60,66+1930 13145+ 111,45
E D12 27,03+0,01 _ 777,60+61,31 20,15+0,70 0,00+0,00 12,42+0,04  66,13+050 3585+0,81 173,77+0,71 21,77+0,37 2542+2,13 | 1590,8 + 100,27
D15 27,89+1,28 _ 707,98+29,86 1657+1,06 000+0,00 13,28+3,94 3742+354 180,08+11,09 27,33+249 27,96+1047 | 16414 +18,38
D3 2044+165 | 18048+865 @ 556,28+5525 1827+258 0,00+0,00 | 508+062 2548+354 2280+0,00 61,36+1249 = 000+£0,00  4188+251 932,1£70,00
© D6 21,15+0,19 & 183,32+2,61 593,11+557 10,21+3,16 0,00+0,00 | 0,00+£0,00 41,2+2,62 2526 +0 75,56 + 6,69 101+0 28,53+4,19 988,4 + 0,08
E D9 18,25+0,90 - 514,75+88,19 19,7+173  0,00+0,00 6,01+£05 27,93+0,78 @ 22,19%£0,33 64,18 + 8,97 0,00£0,00 31,71+0,67 899,0 + 89,90
¢ D12 16,68 +0,28 425 + 11,59 18,84+0,16 0,00£0,00 ' 569+0,01 20,46+0,13 15,87 0,07 70,45 + 0,95 0,00 £ 0,00 40,68 + 0,06 823,7 £ 10,48
D15 24,69 +7,67 92,57 £0 443,73 £14,22 1934+197 0,00+0,00 | 533+103 27,64+1,53 16,89+ 0 73,77 + 4,82 9,73+£0 46,05 + 11,36 759,7 £ 27,27

Ac. Hbz: Acido Hidroxibenzoico, Ac. Hcn: Acido Hidroxicinamico.+

El nivel de significancia y los incrementos y decrementos en la concentracion de cada compuesto fenélico con respecto al valor inicial estan representados por:

Incremento

0,001-0,01 (**)

Decremento
0-0,001 (***)
0,001-0,01 (**)

0,01-0,05 (*)

0,01-0,05 (*)

Las diferentes tonalidades indican diferentes niveles de significancia.
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Figura 7. Perfil cromatografico a 280 nm de los compuestos fendlicos no antocianos principales de la accesion ARB5241
de mashua morada bajo distintos tratamientos post-cosecha. El control es el dia 0 y se comparo6 con el dia 15 de de los tres
tratamientos evaluados. Picos: 1: Acido galico; 2 — 3: derivados de flavanol; 4 y 11: derivados de flavonol; 5: derivado de
acido cinamico; 6 — 10: derivados de acido hidroxibenzoico. A: picos antocianos.



Con respecto al tratamiento sombra, se presentaron diferencias significativas en la
concentracion de seis compuestos fendlicos. El pico 2 aumentd 1,7 veces hasta el dia 12
para luego disminuir significativamente a un valor correspondiente a 0,8 veces con
respecto al inicial. El pico 3 (derivado de flavanol), disminuyo hasta quedar 0,7 veces de su
contenido inicial. Los picos 5, 7 y 9 se redujeron entre 0,4 - 0,5 veces con respecto a sus

contenidos iniciales (Cuadro 4).

La evolucion del total de los compuestos fendlicos no antocianos determinados por
UPLC®-PDA por cada dia y cada tratamiento post-cosecha se muestran en la Figura 8. En
los tratamientos soleado y refrigerado se observa un incremento significativo de su
contenido desde el dia 12. Mientras que en el tratamiento sombra la concentraciéon de
fendlicos no antocianos, disminuyd significativamente desde el dia 12 de tratamiento post-
cosecha y en general es menor que los tratamientos soleado y sombra.
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Figura 8. Evolucion del contenido total de los compuestos fendlicos
determinados por cromatografia liqguida UPLC®-PAD para los diferentes estreses

post-cosecha del genotipo ARB5241 de mashua morada

Estos resultados difieren de las curvas descritas en la Figura 6, donde se observa la
evolucion de los CFT determinados por espectrofotometria. Una de las causas de la
diferencia, se deberia al andlisis espectrofotométrico realizado en donde se incluyo a las
antocianinas asi como a otros compuestos de caracter reductor (azlcares reductores, acido
ascorbico, proteinas, entre otros) que pudieron interferir en mayor o menor grado en la

cuantificacion de los mismos.



Los incrementos del total de compuestos fendlicos no antocianos, en los tratamientos
soleado y refrigerado (Figura 8), se debieron principalmente a una mayor sintesis de un
compuesto del tipo flavanol (pico 2). Otros compuestos que contribuyeron al total de los
compuestos fendlicos no antocianos fue un flavonol (pico 11) en el tratamiento soleado y

un derivado del acido hidroxibenzoico (pico 6) en el tratamiento refrigerado (Cuadro 4).

Los resultados de esta investigacion muestran en el tratamiento soleado, un incremento
significativo de acido gélico (pico 1), un derivado de flavanol (pico 2), de un derivado de
flavonol (pico 11) y un derivado de hidroxibenzoico (pico 9). Los picos 2 y 11 se sintetizan
a partir de la via de flavonoides y los picos 1 y 9 a partir de la via del shikimato (Figura 3).
Estos resultados concuerdan con la induccién de la via de flavonoides bajo estrés por calor
(Martinez et al. 2016)

Asi mismo, la concentracion del derivado de acido cindmico (pico 5) disminuye hasta ser
indetectable en el tratamiento soleado (Cuadro 4). La disminucion de este compuesto
concuerda con la represion de los compuestos derivados del &cido cinamico en la via fenil

propanoides (Martinez et al., 2013, Rivero et al., 2001).

Chobot et al. (2009) evaluaron el desarrollo in vitro de plantulas de mostaza sometidas a
estrés oxidativo por aplicacion de metanol en el medio y exposicién a oscuridad completa
0 doce horas de fotoperiodo. Ellos reportan que las catequinas (perteneciente a la familia
de los flavanoles) pueden ayudar a las plantas a sobrevivir periodos de estrés. Este
compuesto fendlico tiene una alta capacidad antioxidante pues reduce a los EROS y quela
iones de hierro. Tambien se ha reportado que en el deterioro fisioldgico post-cosecha
(PPD) por dafio mecénico en raices de yuca hay una acumulacion de flavanoles como las
catequinas, galocatequinas y compuestos cumaricos como la escopoletina y esculetina que
en conjunto tienen la funcién de reducir las EROS y disminuir el dafio oxidativo (Reilly et
al., 2003)

Durante la evaluacion del deterioro fisiologico post-cosecha (PPD) se determind que la
produccion de H,O,, compuesto involucrado en los estadios tempranos del PPD, se da
durante las primeras 24 horas y la produccion de catequinas se da entre los 4 y 6 dias de

post-cosecha mas en dos cultivares durante las 24-48 horas. Los autores sugieren realizar
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estudios enfocados en determinar el estadio donde comienza la sintesis de flavanoles
(Buschmann et al., 2000).

El derivado de flavonol del pico 4 es posiblemente un compuesto fendlico involucrado en
la respuesta al estrés abiético en el tratamiento soleado. Este compuesto cuantificado como
derivado de flavonol sufriria una modificacién solo en el tratamiento soleado que modifica
su tiempo de retencién convirtiéndolo en el derivado de flavonol del pico 11, posiblemente
una acilacion, pues este tipo de modificaciones incrementan el tiempo de retencion
(Kumar, 2017). Martinez et al. (2016) hallaron que plantas de tomate sometidas a estrés
por calor o en combinacién con salinidad ven estimulada la expresion de genes y enzimas
relacionadas a la via de flavonoides con una consecuente acumulacion de flavonoles como

kaempferol, rutina, quercetina y dehidrokaempferol.

Otro ejemplo de acumulacion de flavonoles bajo estrés abidtico es el mecanismo de
tolerancia a la salinidad en la quinua, si bien este cultivo posee distintos mecanismos como
enzimas antioxidantes y metabolitos osmoprotectores. Algunos cultivares (como el cultivar
Titicaca) tienen como principal mecanismo el incremento de compuestos fenolicos,
particularmente la rutina incrementa su concentracion foliar entre 23 y 27 veces en las
plantas sometidas a estrés salino. La rutina estaria involucrada indirectamente en la
prevencion de la perdida de K™ porque al interactuar con las EROS impide la activacion de
las vias de eflujo de K* inducidas por EROS. De esta forma se retiene el K™ y se bombea
Na" fuera de la célula (Hebatollah et al., 2016).

Cuanto mayor sea el estrés por temperatura y radiacion, la respuesta fisiologica por parte
de la planta sera méas severa. El calor puede ocasionar dafios a nivel de membranas
celulares, alterar la eficiencia de la actividad enzimética y generar EROS al aumentar la
tasa respiratoria mediada por la NADPH oxidasa de membrana plasmatica (Lurie y
Pedreschi, 2014; Kdnigshofer et al., 2008). Incluso en tubérculos de papa existe evidencia
in vitro que las HSPs, especificamente la HSP17.7 estarian involucradas en la habilidad de
tuberizacion bajo condiciones de estrés por calor (Ahn y Zimmerman, 2006). Esto
demuestra que, un estrés por calor con temperaturas mas altas ocasionaria los dafios

descritos con mayor severidad incluida la degradacion de compuestos fendlicos.
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4.2 Cuantificacidn de antocianinas totales y determinacion del perfil de antocianinas

El contenido inicial de ACYT cuantificado por espectrofotometria fue 2,9 + 0,16 mg
DGE-g ms™. La evolucién del contenido de ACYT se presenta en la Figura 9. Estudios
previos en el genotipo ARB5241 han reportado un contenido de ACYT de 4,7 mg CGE g
ms™ para tubérculos cosechados a los 7,5 meses (Chirinos et al., 2007a). Para el mismo
genotipo también se ha reportado ACYT en el rango entre 1,2 - 1,26 mg CGE g bh™ (base
himeda) (Chirinos et al., 2006).

La concentracion de ACYT para el tratamiento soleado disminuyd progresivamente. A los
15 dias de tratamiento post-cosecha, se perdio el 90% del contenido inicial llegando a un
valor de 0,29 + 0,01 mg DGE-g ms™. Por lo tanto, la degradacion por exposicién al
sol/calor de los compuestos antocidnos en la mashua es mas severa e inmediata que con

respecto a otras familias de compuestos fendlicos.
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Figura 9. Evolucion del contenido de antocianinas totales para diferentes

estreses post-cosecha del genotipo ARB5241 de mashua morada.

La degradacion casi total de las antocianinas identificadas y cuantificadas bajo el
tratamiento soleado corresponderia posiblemente a una represion de las enzimas
antocianidina sintasa/ leucoantocianidina dioxigenasa (ANS/LDOX) o UDP-glucosa

flavonoide 3-O-glucosiltransferasa (UFGT) de la via de flavonoides y una regulacién



positiva de las enzimas antocianidina reductasa (ANR) y leucoantocianidina reductasa
(LAR) para la sintesis de catequinas y epicatequinas (Liu et al., 2018; Martinez et al.,
2016).

Liu et al. (2018) indican que los factores involucrados en la regulacién de la sintesis y
degradacion de antocianinas en Solanaceas son el tipo de luz y la temperatura. Una alta
radiacion de luz UV/azul (280 — 460 nm) puede activar factores de transcripcion para la
sintesis de antocianinas (SIAN, and CaMYB,); mientras que, en oscuridad se activan
represores de los factores de transcripcion involucrados en la degradacion de antocianinas
(PhMYB27).

Asi mismo, bajas temperaturas estimulan la sintesis de antocianinas por activacion de los
factores de transcripcion SIAN2, SIAN1 y SIJAF13. Altas temperaturas inducen la
degradacion por inhibicidn de activadores o induccion de represores. Si al estrés por calor
se suma la produccion de peroxidos y la actividad peroxidasa como consecuencias del
estrés oxidativo la disminucion del contenido de antocianinas se acelera considerablemente
(Liu et al., 2018).

En pétalos de petunia y el fruto de ciruela se ha detectado un incremento de peroxidasa
clase Il que se correlacionaba positivamente a la degradacion de antocianinas. Si se
aplicaban inhibidores de peroxidasa se observaba un incremento en el contenido de
antocianinas a pesar de la alta concentracion de perdxidos (Niu et al., 2017; Movahed et
al., 2016).

Niu et al. (2017) reporta que durante el almacenamiento de ciruelas a 35 °C, la degradacion
de antocianinas resulta en un incremento de acido protocatéquico. El acido protocatéquico
es el producto de la reaccion de las antocianinas con el H,O,. Es posible que en nuestro
estudio el incremento del pico 9 (derivado de acido hidroxibenzoico) durante el tratamiento

soleado sea un reflejo de este fenomeno.

En el tratamiento refrigerado el contenido de ACYT aumentd significativamente al tercer
dia alcanzando 3,43 + 0,00 mg DGE-g ms™, luego al sexto dia disminuy6 a 2,73 + 0,06 mg
DGE-g ms™, un contenido similar al inicial y se mantiene sin cambios significativos hasta

el final del tratamiento post-cosecha. Estos resultados concuerdan con una represion de la
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degradacion de antocianinas a bajas temperaturas y una posible inhibicion de la sintesis

bajo condiciones de oscuridad (Liu et al., 2018).

El tratamiento sombra mostr6 un incremento significativo y progresivo en la concentracion
de ACYT hasta el noveno dia y luego se mantuvo sin cambios significativos hasta el
término del tratamiento post-cosecha. Alcanzé un maximo valor de 3,97 + 0,07 mg DGE-g
ms™ al dia 12 y en los Gltimos tres dias la concentracién disminuyé en un 13%. Es posible
que, en la mashua, el frio moderado y una baja intensidad de luz desempefien un rol

importante induciendo la sintesis de antocianinas.

Chirinos et al. (2006) determinaron el perfil de antocianinas para tres accesiones de
mashua morada asi como la capacidad antioxidante y la cuantificacion de fendlicos totales
y antocianinas. Determinaron que, para el genotipo ARB5241 las antocianinas contribuyen
en un 28,8% en su capacidad antioxidante, mientras que para otros genotipos puede
contribuir hasta 43,1% (DP0224). Los autores también, concluyeron que, otros grupos de

compuestos fenolicos son los responsables de su capacidad antioxidante.

Los resultados presentados en las Figuras 8 y 9 son consistentes con la observacion de
Chirinos et al. (2006), se muestra que a los tres dias del tratamiento soleado hay una
sintesis e incremento en el contenido de CFT, que no corresponderian con la disminucion
constante de antocianinas. Incluso a partir del tercer dia, la disminucién de los CFT ocurre
a una menor velocidad que las ACYT. Por lo tanto, durante los tres primeros dias post-
cosecha ocurriria la respuesta al estrés oxidativo por parte de los compuestos fendlicos no

antocianos.

Las medias de los resultados de ACYT para los tres tratamientos post-cosecha evaluados a
los diferentes dias, se presentan en el Anexo 3. En general el ANOVA indicé diferencias
significativas en la concentracion de ACYT entre los factores dia, tratamiento post-cosecha

y su interaccion (Anexo 4).
Con respecto al perfil de antocianinas obtenido por UPLC®-PDA, se pudo identificar a la

delfinidina 3-glucdsido (pico 2) y a la pelargonidina 3-glucésido (pico 5), adicionalmente

se detectaron derivados de delfinidina 3-glucosido (picos 1, 3, 7, 8 y 9), un derivado de
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cianidina 3-rutindsido (pico 4) vy un derivado de pelargonidina 3-glucésido (pico 6)
(Cuadro 5y Figura 10).

Cuadro 5. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de las principales
antocianinas encontradas en los tubérculos del genotipo ARB5241. Las lecturas

se hicieron a 520 nm.

Pico Tiempo de retencion (min) Antocianina asignada
1 3,06 Derivado de Delfinidina 3-glucésido
2 3,27 Delfinidina 3-glucésido
3 3,58 Derivado de Delfinidina 3-glucésido
4 3,80 Derivado de Cianidina 3-rutindsido
5 4,09 Pelargonidina 3-glucésido *
6 4,29 Derivado de Pelargonidina 3-glucésido *
7 4,51 Derivado de Delfinidina 3- glucésido
8 4,68 Derivado de Delfinidina 3- glucésido
9 4,79 Derivado de Delfinidina 3- glucésido

* Cuantificados como delfinidina 3-glucésido

Siete pigmentos antocianos encontrados en esta tesis concuerdan con los obtenidos por
Moscol (2013) y Chirinos et al. (2006). En el estudio de Chirinos et al. (2006) evaltan el
contenido de antocianinas en tres genotipos de mashua, ARB5241, DP0224 y AGM5109,
mediante (HPLC-DAD) y espectrometria de masas. Los pigmentos mayoritarios comunes
para los tres genotipos fueron: delfinidina 3-glucdsido-5-acetilramnosido, delfinidina 3-
sofordsido-5-acetilramnoésido,  delfinidina  3-glucésido-5-ramnoésido,  delfinidina  3-
soforésido-5-ramnosido, delfinidina 3-glucoésido, cianidina 3-sofordsido, cianidina 3-
soforosido-5-ramnosido. Dos pigmentos Unicos se encontraron en el genotipo AGM5109:

pelargonidina 3-soforosido y pelargonidina 3-sofordsido-5-ramnésido.
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Figura 10. Evolucion del perfil cromatografico a 520 nm de las antocianinas principales del genotipo ARB5241 de mashua
morada bajo distintos tratamientos post-cosecha. Picos: 1, 3, 7-9 derivados de delfinidina 3-glucésido; 2: identificado como
delfinidina 3-glucosido, 4: derivado de cianidina 3-rutinésido; 5: identificado como pelargonidina 3-glucésido; 6: derivado de
pelargonidina 3-glucosido.



Cuadro 6. Concentracion de las principales antocianinas encontradas en los tubérculos del genotipo ARB5241 durante los tratamientos post-
cosecha: soleado, refrigerado y sombra.

mg ¢ (100 g ms)™
Trat Dia Delfinidina Delfinidina Delfinidina Cianidina Pelargonidina Pelargonidina Delfinidina Delfinidina Delfinidina
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Total
Control  pg  3332+4,75 268,60 + 1,52 6434+148  178,31+24,34 14,73 +£0,87 18,00 +1,82 9,39+ 0,05 97,86 + 19,02 7,21+ 1,02 691,76 + 42,34
D3  3598+1561 243,34 + 13,68 56,21 + 4,72 162,48 + 54,08 1353+ 3,11 15,23 + 6,56 10,84 + 3,61 114,06 + 0,00 0,00 + 0,00 651,67 + 53,49
8 D6 16,67 + 5,49 134,91 + 18,05 30,52 + 4,22 104,75 + 18,42 8,88 + 2,42 9,90 + 2,02 6,10 = 2,02 46,41 + 3,12 0,00 £ 0,00 358,13 +£ 49,51
(]
% D9 0,00 + 0,00 46,65 * 6,95 10,49 £ 2,03 30,97 + 6,42 0,00 £ 0,00 2,96 + 0,00 0,00 + 0,00 16,12 + 0,00 0,00 £ 0,00 107,19 £ 11,33
2 D12 0,00 + 0,00 12,85 + 3,32 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 12,85 + 3,32
D15 0,00 + 0,00 7,70 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 2,70 £ 0,00 0,00 + 0,00 10,40 + 0,00
D3 43,21 £1,95 309,26 £ 35,16 77,56 £5,01 211,77 £ 29,49 16,78 £ 0,28 21,871,778 11,86 £ 0,71 125,96 + 15,18 3,69 +0,37 821,97 £ 84,59
}'g D6 37,41+1,58 279,52 + 24,46 66,85 + 0,96 188,63 + 12,75 15,04 + 0,62 18,21+1,26 10,68 + 0,56 117,39 + 5,15 3,49+0,58 737,23 +43,64
% D9 24,94 +0,00 309,30 + 17,49 58,17 + 3,25 24582 +9,71 17,22+1,34 24,70 £ 0,74 8,80 £ 0,01 147,14 + 14,42 4,97 +0,91 841,05 + 19,02
E D12  3157+7,56 257,52 + 8,72 60,06 + 5,49 193,20 + 33,83 13,99+ 0,83 18,85 + 3,59 9,05+ 1,10 120,74 + 57,69 342+1,27 708,38 + 74,36
D15 3165+5,78 347,82 + 30,89 71,96 +5,76 231,38 + 19,94 16,69 + 3,15 22,91+2,12 9,90 + 3,16 60,97 + 23,18 4,33+ 0,00 797,61+ 47,61
D3 49,85 + 17,2 286,51 + 0,00 74,33 +6,85 182,88 + 46,25 19,95 + 4,35 20,23 +1,07 16,21 + 6,01 113,74 +£ 0,00 0,00 + 0,00 763,71 + 26,60
© D6 28,07 + 6,26 288,98 £12,93 64,57 + 6,29 179,42 + 3,29 12,87 +£0,78 16,89 + 0,26 8,09 + 1,45 96,50 + 4,20 0,00 £ 0,00 695,39 + 27,08
-g D9 39,98 + 10,59 462,98 + 34,26 95,96 + 7,48 286,86 + 22,02 19,23 £ 0,67 27,46 + 2,51 11,75+ 2,50 147,58 + 0,00 0,00 £ 0,00
@ D12 37,59 £ 0,00 359,47 £ 28,01 79,74 + 4,25 288,97 + 12,59 2041+1,12 2821+1,76 11,22+ 0,20 189,96 + 0,15 0,00 + 0,00
D15 43,94 + 15,85 437,62 £ 73,30 93,83 1,68 276,24 +4,30 19,96 +1,8 26,21+ 0,86 12,74 +3,73 149,08 + 51,28 0,00 + 0,00 _

El nivel de significancia y los incrementos y decrementos en la concentracion de cada compuesto fendlico con respecto al valor inicial estan representados por:

Decremento
0-0,001 (***)
0,001-0,01 (**) | 0,001-0,01 (**)

0,01-0,05 (*) 0,01-0,05 (*)
Las diferentes tonalidades indican diferentes niveles de significancia.

Incremento




El contenido de antocianinas totales inicialmente fue de 691,8 mg-(100 g ms)™ (Cuadro 6).
Luego de 15 dias de tratamiento soleado el contenido de antocianinas disminuyd
significativamente a 5,2 mg-100 g ms™. El tratamiento refrigerado incremento su
contenido a 795,5 mg-100 g ms™ y el tratamiento sombra presenté el mas alto incremento
significativo llegando al valor de 1059,6 mg-100 g ms™.

Los resultados en contenido de antocianinas hallado por UPLC® conservaron una
tendencia similar con respecto a las ACYT halladas por el método de pH diferencial sin
embargo los valores obtenidos por UPLC® casi duplicaron aquellos obtenidos por
espectrofotometria (Figuras 10 y 11). Las diferencias entre los valores obtenidos por ambas
metodologias ya han sido reportadas (Lee et al. 2008). Se considera que el método de pH
diferencial no toma en cuenta las variaciones de acuerdo al grado de acilacion y
glicosilacion que pueden influir al leer el conjunto de antocianinas bajo una sola longitud
de onda. Adicionalmente el método cromatografico con estandares adecuados puede

cuantificar distintas antocianinas complejas (Lee et al. 2008).
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Figura 11. Evolucion del contenido de antocianinas totales para diferentes
estreses post-cosecha del genotipo ARB5241 de mashua morada
determinado por UPLC®-PDA.

Para el tratamiento soleado todas las antocianinas disminuyeron su concentracion
significativamente. El contenido de cada antocianina del tratamiento refrigerado se

mantuvo sin alteraciones significativas al término de los 15 dias de tratamiento.



El tratamiento sombra presentd incrementos significativos de 1,6 para la delfinidina 3-
glucésido (pico 2) y de 1,5 veces para los derivados de delfinidina 3-glucésido (picos 3 y
8), el derivado de cianidina 3-rutinosido (pico 4), para el derivado de pelargonidina 3-
glucosido (pico 6) y para el total de antocianinas. EI incremento de las antocianinas totales
fue significativo a partir del dia 9. El derivado de delfinidina 3-glucésido (pico 9) se

degrada completamente desde el inicio del tratamiento (Cuadro 6).

Al graficar los contenidos totales de antocianinas a partir del analisis cromatogréfico
(Figura 11) se observa que en el tratamiento soleado la concentracion de antocianinas
disminuye significativamente a partir del sexto dia y en el tratamiento refrigerado se
mantiene casi constante durante los 15 dias de tratamiento post-cosecha. Sin embargo, para
el tratamiento sombra hay un incremento significativo a partir del noveno dia de
tratamiento post-cosecha. Esta tendencia es interesante porque es un fenémeno inverso al
que ocurre con los compuestos fendlicos no antocianos del tratamiento soleado (Figura 6)
y podria indicar algun tipo de regulacion donde se puedan compartir las mismas enzimas

en una via metabdlica.

4.3 Capacidad antioxidante hidrofilica

La capacidad antioxidante hidrofilica (CAH) se cuantificé por dos metodologias: ORAC y
ABTS, la evolucion de estos resultados durante los 15 dias post-cosecha se presentan en la

Figura 12.

Los valores iniciales de CAH fueron en promedio 161,2 y 166,1 umol TE-g ms™ para los
métodos ORAC y ABTS, respectivamente. El desarrollo de esta caracteristica por ambas
metodologias (Figura 12) muestra un incremento al tercer dia de la CAH, significativo para
ABTS en los tres tratamientos post-cosecha y solo significativo para el tratamiento sombra
bajo la metodologia ORAC (Anexos 5 y 6). Luego, los valores disminuyen para el
tratamiento soleado y se mantienen constantes para refrigerado y sombra (el nivel de

significancia varié de acuerdo a la metodologia utilizada).

Mediante la metodologia ABTS el maximo valor de la CAH resultd para el dia 3 del
tratamiento refrigerado (256,4 + 1,67 umol TE-g ms™). Sin embargo, para la metodologia
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ORAC el maximo valor de capacidad antioxidante resulté para el dia 12 del tratamiento
sombra con 215,1 + 2,67 umol TE-g ms™. Ambas metodologias coinciden en sefialar el
minimo valor de CAH para el dia 12 del tratamiento soleado, con 82,8 y 114,6 umol TE-g
ms™ para ABTS y ORAC respectivamente.

Los resultados obtenidos por ambas metodologias se correlacionaron positivamente en los
tres tratamientos post-cosecha, r = 0,95; 0,47 y 0,80 para soleado, refrigerado y sombra
respectivamente (Anexos 7, 8 y 9). Chirinos et al. (2007a) también reportaron una alta
correlacion para la evaluacion de capacidad antioxidante por ABTS y ORAC en ocho

genotipos de mashua (r = 0,79 — 0,95).

Las diferencias entre los resultados obtenidos por las metodologias ORAC y ABTS pueden
deberse a la naturaleza del radical oxidante, la metodologia misma y la interaccion del
medio de reaccion con la muestra (Thaipong et al., 2006; Prior et al., 2003), por estas
razones es recomendable utilizar mas de una metodologia para evaluar la capacidad

antioxidante.

La CAH presentd una correlacidén negativa con los CFT no antocianos y positiva con las
antocianinas bajo el tratamiento soleado (r = -0,55 - -0,47 y r = 0,87 — 0,93). Bajo el
tratamiento refrigerado no hubo correlaciones significativas entre la CAH y alguna familia
de compuestos en particular. Bajo el tratamiento sombra hubo una correlacion negativa de
la CAH con los CFT no antocianos y positiva con las antocianinas (r = -0,55 - -0,43yr =
0,46 —0,63) (Anexos 7,8y 9).

Los resultados indicarian que en el tratamiento soleado la pérdida en el contenido de
antocianinas estaria directamente ligada con la disminucion en la CAH en el tiempo. En el
tratamiento sombra, el aumento en el tiempo de la CAH indicaria, una vez mas, que las
antocianinas son responsables de la evolucién de la CAH durante los tratamientos post-

cosecha.

En el tratamiento refrigerado el comportamiento oscilatorio puede deberse a la represion de
la degradacion de antocianinas a bajas temperaturas (Liu et al., 2018) o induccién de la
sintesis de antocianinas en frio como ocurre en el almacenamiento de papa a 4 °C (Lewis et

al., 1999). Chalker-Scott (1999) sugiere que algunos genes involucrados en la sintesis de
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antocianinas se relacionan con la tolerancia al frio y por lo tanto serian inducidos a bajas
temperaturas, sin embargo, también refieren que las temperaturas extremadamente bajas en

ausencia de luz destruirian la capacidad biosintética.
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Figura 12. Evolucion de la capacidad antioxidante hidrofilica (CAH) para cada
tratamiento post-cosecha del genotipo ARB524. a) Mediante la metodologia
ABTS y b) Mediante la metodologia ORAC.



Chirinos et al. (2007a) cuantificaron la CAH para tres accesiones de mashua moradas. En
promedio los valores obtenidos fueron 80 - 378 umol de TE-g ms™ (ABTS) y 59 - 389
umol de TE-g ms™ (ORAC), especificamente la accesion ARB5241 alcanzd el mayor
valor: 446 pmol de TE-g ms™ (bajo la metodologia ORAC). También cuantificaron los
CFT, ACYT Yy flavanoles, y determinaron que la CAH estaba més correlacionada con los
flavanoles (r = 0,948) que con las antocianinas (r = 0,867) durante el soleado post-cosecha.
Se cree que los flavanoles pueden ser del tipo procianidinas (oligdbmeros de catequinas y
epicatequinas).

La alta correlacion con los flavanoles en la investigacion de Chirinos et al. (2007a) puede
deberse a que bajo el soleado post-cosecha, los compuestos fendlicos mayoritarios son los
flavanoles debido a la degradacién de las antocianinas (Cuadros 4 y 6). La capacidad
antioxidante presente en los tubérculos soleados puede ser el resultado del contenido de

flavanoles u otros compuestos como el acido ascérbico (Ramon, 2017).

Otros valores calculados de CAH para la accesion ARB5241 fueron: 45,7 umol TE-g bh™
(ORAC) (Chirinos et al., 2006); 601 pmol TE-g ms™ (ORAC) (Chirinos et al., 2008b). En
esta investigacion el valor inicial de la CAH fue menor con respecto a los obtenidos por
Chirinos et al. (2007a, 2008b) posiblemente debido a las diferencias metodologicas en la
preparacion de los extractos. Chirinos et al. (2007a) utilizaron como solvente de extraccion
para la determinacion de la CAH metanol puro, mientras que Chirinos et al. (2008b)
utilizaron como solvente de extraccién una mezcla de metanol/acetona/agua 45:45:10, y
luego realizaron una re-extraccion. Estos métodos son recomendables para calculos de
caracterizacion de la cantidad y calidad de los compuestos fendlicos. En la presente
investigacion la extraccion se realiz6 con metanol al 80. Si bien, los valores no alcanzan a
los maximos reportados, el método fue practico y permitié cumplir los objetivos de esta
investigacion que son la comparacion entre los tratamientos post-cosecha y su efecto en el
perfil de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del genotipo ARB5241 de mashua

morada.

De otra parte, se calculo la capacidad antioxidante especifica promediando los valores de la
CAH hallados para ORAC y ABTS Yy dividiéndolos entre el promedio del contenido de

CFT para cada tratamiento post-cosecha (Cuadro 7).
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Los valores de capacidad antioxidante especifica iniciales obtenidos en esta investigacion
coinciden con aquellos reportados previamente al momento de cosecha: 10,47-15,32 pumol
TE-mg AGE™ (Chirinos et al., 2008b; Chirinos et al., 2008a; Chirinos et al., 2006).

Cuadro 7. Capacidad antioxidante especifica para cada tratamiento post-

cosecha del genotipo ARB5241 de mashua morada.

Capacidad antioxidante especifica umol TE-mg AGE™* *

Dia Soleado Refrigerado Sombra
0 15,63 + 0,452 15,63 +0,45° 15,63 + 0,452
3 1557 +1,86° 19,83 +5,16° 14,46 +0,02°
6 19,23 +1,96° 17,91 +5,25% 15,6 +0,812
9 21,67 +2,91° 17,79 +491% 14,68 +0,32°
12 22,76 £9,51° 18,68 +591° 1287 +152°
15 23,81 +11,08" 18,42 £5,92° 13,01 +04°

* Se promediaron los resultados de ORAC y ABTS. Distintas letras

dentro de una columna indican diferencias significativas con p < 0.05.

Se puede observar que la capacidad antioxidante especifica incrementa para el tratamiento
soleado llegando a ser significativamente diferente al dia 15 de tratamiento post-cosecha.
Posiblemente a pesar que el contenido de CFT vy la capacidad antioxidante disminuyen en
el tiempo, el remanente de CFT (compuestos fendlicos no antocianos) pueden poseer una
capacidad antioxidante importante. Esta observacién coincide con el incremento altamente
significativo de los compuestos acido galico (pico 1) y el derivado de flavanol (pico 2)
(Cuadro 4).

En el tratamiento refrigerado y en sombra no ocurren cambios significativos en la
capacidad antioxidante especifica. Posiblemente se deba a la ralentizacion/inhibicion de la
degradacion de antocianinas del metabolismo por las bajas temperaturas (Liu et al., 2018,
Chalker-Scott, 1999).

Para estimar la capacidad inhibitoria de los compuestos fendlicos hacia las EROS,
normalmente se reportan los datos de su concentracion, la capacidad antioxidante, el

cociente (capacidad antioxidante especifica) y correlaciones entre estas variables (Jacobo-



Veldzquez y Cisneros-Zevallos, 2009). Estas interpretaciones son validas, pero a veces no
consideran las diferencias en el perfil cualitativo y cuantitativo de fendlicos entre las

muestras.

Para entender mejor el efecto del estrés abidtico post-cosecha en la evolucion y sintesis de
los compuestos fendlicos se correlaciond el perfil de compuestos fenolicos no antocianos y
antocianinas para cada tratamiento post-cosecha con la CAH. De esta forma, se puede
determinar que compuestos especificos son regulados positivamente o negativamente por
el estrés y contribuyen a la capacidad antioxidante de estos tubérculos. Solo se discutiran

las correlaciones con un p < 0.05 (Anexos 7, 8 y 9).

En el tratamiento soleado, el derivado de flavanol (pico 2) se correlacion6 negativamente
con la capacidad antioxidante, r = -0,8. Este valor representa la disminucion de la CAH en
este tratamiento post-cosecha (Figura 12) y el incremento de la concentracion del derivado
de flavanol (pico 2, Cuadro 4). De igual forma, el acido galico (pico 1) y el derivado de
flavonol (pico 11), presentan una correlacion negativa moderada con r = -0,63 y r = -0,51;

respectivamente.

Entre los compuestos que se correlacionaron positivamente con la capacidad antioxidante
en el tratamiento soleado estan un derivado de flavonol (pico 4, r = 0,92), el derivado de
acido cindmico (pico 5, r =0,83) y los derivados de acido hidroxibenzoico (picos 6, 8 y 10,
r =0,93, 0,97 y 0,76 respectivamente). Asi mismo, todas las antocianinas identificadas con
los picos 1 al 8 fueron afectadas fuertemente por este tipo de estrés y sus correlaciones con
la capacidad antioxidante estan en el rango de r = 0,90 - 0,93. La correlacion positiva en
este caso indicaria que al disminuir la CAH, como ocurrid en este tratamiento post-cosecha
(Figura 12), los compuestos antocianos disminuyen igualmente. Estos compuestos se

degradarian o dejarian de sintetizar bajo el tratamiento soleado (Anexo 7).

La relacion entre la regulacion positiva de los flavonoles bajo el estrés por calor y la
regulacion negativa de los derivados del &cido cinamico ya ha sido reportada previamente
en plantas de tomate sometidas a estrés por calor, salinidad y la combinacion de ambos
(Martinez et al., 2016). En este estudio, bajo condiciones de estrés por calor hay una
induccion de la fenilalanina amonia liasa (PAL) para formar acido cinamico, luego la via

de fenil propanoides continua hasta formar p-cumaril CoA donde hay una represion de las
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enzimas de esta via y se induce la actividad de la chalcona sintasa y otras enzimas de la via

de flavonoides para producir kaemferol, rutina, quercetina y dihidrokaemferol (Figura 3).

Chirinos et al. (2007a) reportaron una correlacion positiva para los flavanoles de tres
accesiones de mashua morada con la capacidad antioxidante (r = 0.67 - 0.89).
Establecieron que aquellos genotipos con mayor CAH tenian una mayor concentracion de
flavanoles. Sin embargo en su estudio no se observd la relacion directa entre la
disminucion de la CAH bajo el soleado post-cosecha y la disminucién en el contenido de
antocianinas ni la relacion inversa entre la disminucion de la CAH y el aumento de

flavanoles (para un mismo genotipo).

En el tratamiento refrigerado la CAH tiene su maximo valor al tercer dia y disminuye hasta
un valor similar al inicial (ORAC) o superior (ABTS) al final del tratamiento post-cosecha
(Figura 12). Debido a estas diferencias las correlaciones de cada compuesto fenolico

difieren dependiendo de cada metodologia.

En general no hay variaciones altamente significativas en el contenido de fendlicos y
antocianinas. Un derivado de flavanol (pico 3) present6 una correlacién negativa r = -0,63
(ORAC) y r =-0,41 (ABTS), un derivado de acido hidroxibenzoico (pico 8) presenté una
correlacion negativa r = -0,70 en ambas metodologias y una delfinidina 3-glucésido (pico
3) presenta una correlacion positiva r = 0,64 (ORAC) y r = 0,53 (ABTS) (Anexo 8). El
pico 2 a pesar que aumenta significativamente a partir del dia 9 hasta llegar a un aumento
de 4,4 veces en el dia 15, obtuvo una baja correlacion porque su desarrollo fue oscilatorio
(Cuadro 4). En general las antocianinas presentaron comportamientos oscilatorios que no

presentaban una correlacion significativa con la capacidad antioxidante.

Es posible que en mashua el derivado de flavanol (pico 2) esté involucrado en la tolerancia
a temperaturas extremas pues aumenta significativamente para soleado y refrigerado. Con
respecto a las antocianinas, no hubo sintesis significativas. Es posible que la temperatura
extremadamente baja y la oscuridad total en la que se mantuvieron los tubérculos hayan
causado una represion de las enzimas ANS/LDOX o UFGT de la via de flavonoides (Liu et
al., 2018). De igual forma la induccion de la sintesis de flavanoles por regulacion positiva
de la ANR y LAR es menor que en el tratamiento soleado pero mayor con respecto al

control.
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Existen reportes en variedades de papa que relacionan la respuesta al estrés por frio bajo
almacenamiento a 4 °C con una oscilacion en la concentracion de compuestos fenolicos
(Galani et al., 2017; Kulen et al., 2013). En ambos trabajos evalian clones pigmentados
durante tres a siete meses de almacenamiento y reportan que el dafio oxidativo es mayor en
los dias iniciales porque se observaba una disminucion de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante sin embargo al final del tratamiento ambos parametros igualaban o
excedian el contenido inicial al momento de cosecha. En general los derivados de &cido
hidroxibenzoico aumentaban (acido clorogénico, vainillico, protocatéquico y galico) y a
diferencia de los resultados de esta tesis, hubo una disminucion del acido para cumarico

(derivado del acido cindmico).

La produccion del derivado de acido cindmico (pico 5) en el tratamiento refrigerado no es
significativa pero se mantiene constante durante los 15 dias de tratamiento post-cosecha.
La presencia de este derivado junto con un menor incremento del derivado de flavanol
(pico 2) con respecto al tratamiento soleado, puede indicar que la induccion de la via de
flavonoides no es tan fuerte como en el estrés por calor y no se da un represion total de la

via de fenil propanoides (Martinez et al., 2016, Martinez et al., 2013).

El tratamiento sombra fue el dnico donde la capacidad antioxidante final se incremento con
respecto a la inicial. Incluso segun los resultados por la metodologia ORAC, el incremento
fue significativamente diferente y mayor que los otros dos tratamientos post-cosecha
evaluados (Figura 12). La mayoria de compuestos fendlicos presentaron correlaciones
negativas: acido galico (pico 1, r = -0,58), el derivado de flavanol (pico 3, r = -0,61) y
derivados de acido hidroxibenzoico (picos 6-9, r = -0,64 - -0,87) (Anexo 9). En este caso
como la tendencia de la CAH fue creciente, la correlacion negativa indicaria que estos
compuestos disminuyen y no contribuirian a la capacidad antioxidante total bajo este tipo

de estrés

El derivado de catequina (pico 2) presentd una correlacion positiva alta r = 0,47. Este
compuesto es fundamental en los dos estreses anteriores (soleado y refrigerado) porque su
concentracion aumenta al final del tratamiento post-cosecha. En el tratamiento sombra, su
concentracion aumentd significativamente hasta el dia 12 donde alcanzé un valor de 210,1

mg - (100 g ms)™ y luego disminuyd al final del tratamiento post-cosecha (Cuadro 4).
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Las antocianinas juegan un rol importante para el tratamiento sombra, todas las
antocianinas excepto el derivado de delfinidina 3-glucésido (pico 9) presentaron
correlaciones positivas. La delfinidina 3-glucosido (pico 2) con un r = 0,47, los derivados
de delfinidina 3-glucésido (picos 1, 3, 7 y 8) con un r = 0,50 — 0,61, el derivado de
cianidina 3-rutinosido (pico 4) con un r = 0,54 y la pelargonidina 3-glucosido (pico 5) y su
derivado (pico 6) con un r = 0,77 y 0,67, respectivamente. Indicando que su aumento en

concentracion estaria relacionado directamente a la CAH de la mashua en este tratamiento.

Adicionalmente en el tratamiento sombra se pudo observar que la pelargonidina 3-
glucésido y su derivado (picos 5y 6) se correlacionan negativamente con los compuestos
fendlicos derivados de flavanol (pico 3) y un derivado de acido hidroxibenzoico (pico 6)
con unos valores r = -0,74 a -0,87. Esto es consistente pues la sintesis de derivados de
flavanoles en este tratamiento disminuye con respecto al control y es probable que las
enzimas que estén reguladas positivamente sean la DFR para la sintesis de
leucodelfinidina, leucopelargonidina y leucocianidina y las enzimas ANS/LDOX para la
sintesis de derivados de delfinidina, pelargonidina y cianidina. Este tratamiento, sombra, es
el unico donde se incrementa el contenido de antocianinas en un 53,2% vy la capacidad
antioxidante se incrementa un 14,4% (en promedio ORAC y ABTS) con respecto a la

inicial.

Wang et al. (2013) reportan que la sintesis de antocianinas en hojas, tallos y raices de
camote morado bajo estrés por frio (4 °C) se correlacionan positivamente con la capacidad
antioxidante. Ellos utilizaron RNAI (RNA de interferencia) para disminuir la expresion del
gen IbDFR, responsable de la sintesis y acumulacién de antocianinas, y observaron que las
plantas transformadas no se recuperaban luego del estrés por frio a diferencia de las plantas
control (wild type). Por lo tanto sefialan que bajo esas condiciones las antocianinas son
antioxidantes principales que protegen a los tejidos del dafio oxidativo. Es posible que en
los tubérculos de mashua bajo sombra el mecanismo de respuesta al estrés considere la

sintesis de antocianinas mas que en los estreses soleado y refrigerado.

Uno de los motivos por el que se solea la mashua es para incrementar el dulzor de los
tubérculos. Sin embargo, el contenido de metabolitos secundarios se ve afectado

grandemente, y por ende la mashua perderia sus propiedades benéficas. En un estudio
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anterior se demuestra que el maximo contenido de sacarosa se alcanza a los seis dias bajo
tratamiento Soleado y a los quince dias bajo el tratamiento Refrigerado (5,67 g - 100 g™ y
5,12 g - 100 g™ respectivamente). Para el tratamiento sombra el maximo contenido de
sacarosa de alcanza a los doce dias, 3,81 g - 100 g (Ramédn, 2017). Considero que pruebas
sensoriales podrian indicar si el nivel de dulzor alcanzado en el tratamiento sombra del dia

12 es aceptable.

Poder determinar la evolucion de los compuestos fendlicos antocianos y no antocianos en
mashua nos permite identificar cual es el mejor tratamiento post—cosecha que se le puede
dar a este tubérculo para incrementar su valor funcional. Estos estudios se complementan
con los de Ramon (2017) donde se evaltan las propiedades fisicoquimicas y el contenido y
evolucion de metabolitos primarios en la mashua morada ARB5241 y el estudio de Moscol
(2013) donde evalian los tipos de cocciébn mas adecuados para mantener las
concentraciones de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Es importante
considerar el objetivo final de los tubérculos, si es consumo en plato o para la industria de

alimentos funcionales.

Estos resultados tienen un impacto en el agricultor que puede ofrecer un mejor producto y
obtener un mejor precio por la mashua que cultiva o incluso se puede promover el cultivo
de este tubérculo. Tiene un impacto sobre los consumidores de mashua como alimento por
sus propiedades medicinales y sobre los posibles empresarios que busquen una alta

concentracion de metabolitos secundarios en mashua para la industria de nutraceuticos.
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V. CONCLUSIONES

Se encontrd una sintesis e incremento de los CFT durante los tres primeros dias para
los tres tratamientos post-cosecha. El valor mas alto de CFT se obtuvo para el
tratamiento sombra a los 12 dias con 14,92 + 0,23 mg AGE-g ms™ sin embargo este
valor no fue significativamente diferente desde el dia 9 al 15. Con respecto a las
ACYT solo se observd un aumento en el tratamiento sombra, donde el méximo valor
fue a los 12 dias con 3,97 + 0,05 mg DGE-g ms' sin embargo no fue

significativamente diferente desde el dia 9 al 15.

El méaximo valor de CAH resulté para el dia de 3 del tratamiento refrigerado con
256.37 + 2.31 pmol TE-g ms™ (ABTS) y para el dia 12 del tratamiento sombra, 215.3
+ 3.70 pmol TE-g ms(ORAC), este Gltimo no fue significativamente diferente
desde el dia 9. La CAH se correlacion6 fuertemente con el contenido de ACYT para
los tratamientos soleado y sombra de forma negativa y positiva, respectivamente. La
correlacion de CFT y ACYT con la CAH bajo el tratamiento refrigerado fue distinta

y divergente para ambas metodologias.

Se detectaron 11 compuestos fenolicos y 9 antocianinas principales mediante
UPLC®-PAD. Se identifico el acido galico y se detectaron derivados de flavanoles,
flavonoles, é&cido cinamico y é&cidos hidroxibenzoicos. Se identificaron las
antocianinas delfinidina 3-glucésido y pelargonidina 3-glucoésido, tambiéen se

detectaron siete derivados de delfinidina, cianidina y pelargonidina.



El perfil de los compuestos fendlicos en el tratamiento soleado, mostré un
incremento marcado de derivados de flavanoles y una disminucién del derivado de
acido cinamico hasta la nulidad. Estos resultados muestran la represion de la via de
fenil propanoides para favorecer la via de flavonoides y la regulacion positiva de las
enzimas ANR y LNR para la sintesis de flavanoles tipo catequinas y epicatequinas
sobre la sintesis de antocianinas ante estreses abiéticos. Esto concuerda con la
disminucion del contenido de antocianinas bajo este tratamiento post-cosecha. Es
posible que, los derivados de flavanol estén involucrado en respuesta a temperaturas

extremas pues aumenta significativamente para soleado y refrigerado.

En el tratamiento sombra las antocianinas jugaron un rol importante indicando que su
aumento en concentraciéon contribuiria directamente al incremento en la capacidad

antioxidante de la mashua en este tratamiento post-cosecha.
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VI. RECOMENDACIONES

El estudio se puede extender a genotipos amarillos de importantes contenidos en
carotenos.

Realizar pruebas sensoriales para correlacionar los tratamientos post-cosecha con
mejores concentraciones de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante con la
aceptacion por parte del consumidor.

Continuar el estudio metabolémico a nivel de metabolitos primarios y/o secundarios
(otros a parte de los compuestos fenolicos) en muestras de mashua morada ARB5241
separando la piel de la pulpa del tubérculo.

Realizar un estudio de andlisis de RNA para detectar y cuantificar la expresion de

genes y proteinas involucradas en la biosintesis de metabolitos secundarios
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ANEXO 1. Compuestos fendlicos totales (CFT) para cada tratamiento post-cosecha

VIIlI. ANEXOS

evaluado en el genotipo ARB5241. Se muestran las medias de tres valores y desviacion

estandar. Distintas letras dentro de una columna indican diferencias significativas con p <

0.05.

Dias Soleado Refrigerado Sombra

(mg AGEeg ms™) (mg AGE+g ms') (mg AGE+g ms™)
0 10,63+0,67 * 10,63+067 * 1063+0,67 °
3 1254+033 * 1293+116 ° 1457+018 °
6 794+014 ° 11,70+053 ° 1090+044 *®
9 543+0,00 ¢ 1142+079 ° 1412+053 °
12 353+004 ° 11,81+023 ° 1492+016 °
15 348+022 ° 11,75+086 ° 1417+047 °

ANEXO 2. Andlisis de varianza (ANOVA) para el contenido de CFT con los factores

tratamiento post-cosecha, dia y la interaccion de ambos como fuentes de variacion.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 273.55 91.18 322.49 < 2e-16 ***
Dia 5 60.80 12.16 43.01 3.29e-11 ***
Tratamiento:Dia 15 159.76 10.65 37.67 5.05e-13 *%*%*
Residuals 24 6.79 0.28
Signif. codes: 0 f‘***’ (0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1



ANEXO 3. Contenido de antocianinas totales (ACYT) para cada tratamiento post-cosecha

evaluado en el genotipo ARB5241. Se muestran las medias de tres valores y desviacion

estandar. Distintas letras dentro de una columna indican diferencias significativas con p <

0.05.

Soleado

Refrigerado
(mg DGE-g ms™?) (mg DGE-g ms?) (mg DGE-g ms™)

Sombra

2,90+ 0,16
2,11+0,13
2,04 £ 0,07
0,74 +0,05
0,37 +£0,04
0,29+0,01

a

b

b

c

cd

d

2,90 +0,16
3,43 +0,00
2,73+ 0,06
2,88 +0,20
2,76 + 0,03
2,73+0,01

a

b

a

2,90+ 0,16
3,38 +0,17
2,50+ 0,00
3,84+0,15
3,97 £ 0,07
3,44 £ 0,02

a

b

a

c

c

bc

ANEXO 4. Anadlisis de varianza (ANOVA) para el contenido de ACYT con los factores

tratamiento post-cosecha, dia y la interaccion de ambos como fuentes de variacion.

Tratamiento

Dia

Tratamiento:Dia

Residuals

Signif. codes:

Df Sum Sgq Mean Sq F value Pr(>F)
3 27.193 9.064 736.23 < 2e-16 ***
5 5.003 1.001 81.28 3.03e-14 #%*
15 16.812 1.121 91.03 < 2e-16 *¥**
24 0.295 0.012
0 ‘***’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1



ANEXO 5: Capacidad antioxidante ABTS para cada tratamiento post-cosecha evaluado en
el genotipo ARB5241. Se muestran las medias de tres valores y desviacion estandar.

Distintas letras dentro de una columna indican diferencias significativas con p < 0.05.

‘ Soleado Refrigerado Sombra
(umol TEgms?)  (umol TE g ms?)  (umol TE g ms™)
166,1+452 ° 166,1+452 * 166,1+452 °
1953+7,63 P 2564+167 ° 210,7+0,46
152,7+9,39 * 2096+919 °© 1700+233 @
117,7+148 ¢ 2032+812 ° 207,3+1091 °
12 803+088 ¢ 2206+658 ° 1920+520 *
15  82,8+498 9 2164+112 °© 1844+260 ®

Dia

o O w O
o

ANEXO 6: Capacidad antioxidante ORAC para cada tratamiento post-cosecha evaluado
en el genotipo ARB5241. Se muestran las medias de tres valores y desviacidn estandar.

Distintas letras dentro de una columna indican diferencias significativas con p < 0.05.

Soleado Refrigerado Sombra
(umol TEgms?)  (umol TEg ms™) (umol TE g ms™)

0 161,2+6,12 * 1612+6,12 * 1612+6,12 °
3 1715+726 * 1883+282 * 2104+181 2
6 168,7+10,01 ® 1468+1066 ° 161,0+1,08 °
9 1338+155 °° 1460+344 ° 202,7+1532 °?
12 1146+252 © 1493+648 ° 2151+267 2
15 1222+215 ° 1454+1106 ° 190,1+722 2

Dias




ANEXO 7. Correlaciones entre el perfil de compuestos fendlicos y antocianinas
determinados por UPLC® con el contenido de CFT, ACYT y CAH bajo el tratamiento
soleado.

Estrés Soleado

ACY.UPLC 045
A09- 1-0
A0S
AQ7
A06
A05 A
A04 1
A3
A021
A01 A
P10
P09 -
P08 1
P07 1
P06 1
P05
P11
P04 -
P03
P02
P01
ACY A
ORAC A
ABTS 1

P1: Acido galico; P2 — P3: derivados de flavanol; P4 y P11: derivado de flavonol; P5:
derivado de acido cindmico; P6 — P10: derivado de acido hidroxibenzoico. Al-A3:
delfinidina 3-glucosido; A4: derivado de Cianidina 3-rutindsido; A7-A9: derivados de
delfinidina 3-glucésido. CFT: compuestos fendlicos totales; CFT.UPLC: compuestos
fendlicos no antocianos determinados por UPLC®, ACY: antocianinas, ACY.U:

antocianinas determinadas por UPLC®.



ANEXO 8. Correlaciones entre el perfil de compuestos fendlicos y antocianinas
determinados por UPLC® con el contenido de CFT, ACYT y CAH bajo el tratamiento
refrigerado.

Estrés Refrigerado

UPLC 0.02
A09 - -0.03:0.33
A0S 1 0.02 0.3540.36
AQ7 A 0.2810.340.140.32
A06 -
A05 1
A04 - v
A03 1 0.07 0.4 0.1 0.75-0.43-0.2110.3 0.2
A02 0.570.720.77:0.72 0.27 0.36-0.050.74'0 28
A01 0.01 0.7540.48-0.01 .0.41—';_‘ 4:0.32:0.239-0.19°04 |  Corr
P10 0.07 0.09 0.02 .28 0.32 0.4/ 0.15 0.52-0.190.45:026| 9 10
P09 0.25@'0.35-0.53053 0330819056016 0.15 0.410.44 0.5
P08 1 0.67-0.03:0.58 0.17 20.49 0.37/0.02 0.3140.38-0.05.0.320.11 ’ 0.0
PO7 1 -0.29-0.07 0.39/0.14-0.22-0.04-0.31-0.04-0.14 0.05-0.11 0.36-0.28-0.21 -0.5
P06 1 0.56-0.2520.560.320.2610.42 0.03 0.360.45-0.25-0.24 o.14. L
P05 1 0.16-0.07 0_43@0,44-0.59 0.2 -0.5'0.58/0.47'0.59-0.28 0.41/0.15 0.47 0.04
P04 1 029023047 © oosco 16-0.09-0.020.11 0.17 0.25 0.21 (0.5 “0.24 0.27 0.2
P03 1 £0.63-0.220.560.290.52/0. 074’@4 27-0.1510.33-0.2510.4310.37.10.360.43-0.05/0.480.67
P02 0.39-0.11- o.os’@o 17062 0.3)-0.17-0.210.45 0.11 0.38 0.12 0.35-0.13.0.39-0.4 0.2 o
P01 1 0.02 0.09 0.46 0.36 0.1 0.09 0.530.37.0.37-0.270.04 -0.3 0.14 0’ 0.17-0.160.14 0.06 0.1/ 0.22
ACY 1 03 -ozmom-muusow ~0.7:0.360.52/0.58/0.14 0.55/0.02 0.3 0.150.47 0.19-0.050.3/20.53
ORAC 1 @o 15-0.23%0.630.460.33°0.59.0.31 -07 -0.6 0.360.75'0.0310.64-0.180.18-0.06'0.66'0.03-0.07 0.11 0.53
ABTS{  047057:0.310.390.410.39-0.21 0.1-0.16-0.08-0.250.33'0.45 0.29 0.53 0.27 0.28 0.31 0.46/0.16 10.730.45 0.08
CFT- n79037 0.57:0.360.25-0.260.140.24 0.03-0.28-0.24 0.2 0.23 0.38 0.35/0.53/0.19 0.11 0.18 0.18 0.13:0.520.41 0

c, O ORI P> OONPO OO

Q- AR E S EE S P S S °\§z§\’
A
WO &

P1: Acido galico; P2 — P3: derivados de flavanol; P4 y P11: derivado de flavonol; P5:
derivado de &cido cindmico; P6 — P10: derivado de &cido hidroxibenzoico. Al-A3:
delfinidina 3-glucésido; A4: derivado de Cianidina 3-rutinésido; A7-A9: derivados de
delfinidina 3-glucésido. CFT: compuestos fendlicos totales; CFT.UPLC: compuestos
fenolicos no antocianos determinados por UPLC®, ACY: antocianinas, ACY.U:

antocianinas determinadas por UPLC®.



ANEXO 9. Correlaciones entre el perfil de compuestos fenolicos y antocianinas
determinados por UPLC® con el contenido de CFT, ACYT y CAH bajo el tratamiento

sombra.

Estrés Sombra

ACY.UPLCH
A09+
A08 1
AO07 A
A06 1
A05
A04 ,
A03- o810 |
A021 ost07904507e 0.
A011 012032 © @ 02 .b.sz-o.zs 025028 Corr
P101 0.57 0.2 0.43 0.4210.68 051 o.sa"t‘iéa;o.wo.m@ me
P09 _ 04303604 0.43.0.4808: 59-0.44-0.54‘@-‘0530.51‘ L
P08 0 , 0.0
PO7 1 27:0.55 0.6 -0.63-0.58 53 05
P06 4804 -o.w:ggm.@-g.s&@o.az 064 . 10
P05 5/0.58/0.46-0.120.08-0.12-0.06-0,04 0.05 0.01 o.oz-o.meto.oso.aa
P04 1 0619064007 0.05 023043 0,48 042063 052059059 0.4/ 05 0.11 058027
P03 083062 05 06202406 08 Q707408 02707605 07708H|
P02 -0.17-0.2140.41-0.23.0.34 0.5390.74:0.15-0.06-0.07 0.1 0.1 0.12 0.16 0,02 0.250.45 0.04 0.03
P01 - ’0,49-0.050.45 0.39/0.64 0.62/0.79:0.37-0.34-0.14-0.24 0.41:0.48.0.48-0.3
ACY 1 04803 @@0.15 -ou@ 05 owom%@’ow
ORAC 1 . 540.43@’5}0._57 0.1l088% -0.64-0.870.56 0.5 0.47'0;59 054 4 61 -
ABTS T 47.0.470.44-0.1620.670 0.46'0.48 0.35 0.52 0.38
CFT1 8-0.57 o.zsﬁm 018 0.74 0,
SHE S EEEEE TS T e
)

P1: Acido gélico; P2 — P3: derivados de flavanol; P4 y P11: derivado de flavonol; P5:
derivado de acido cindmico; P6 — P10: derivado de acido hidroxibenzoico. Al-A3:
delfinidina 3-glucésido; A4: derivado de Cianidina 3-rutinésido; A7-A9: derivados de
delfinidina 3-glucésido. CFT: compuestos fendlicos totales; CFT.UPLC: compuestos
fendlicos no antocianos determinados por UPLC®, ACY: antocianinas, ACY.U:

antocianinas determinadas por UPLC®.



