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acido salicilico, antioxidantes.

La investigacion se desarroll6 para evaluar los efectos de prohexadiona
de calcio (P-Ca) y su interaccion con los promotores de oxidacion, acido
benzoico (AB) y acido salicilico (AS) en chile jalapefio (Capsicum annuum L.)

var. M, sobre el contenido de capsaicina, vitamina C y rendimiento por planta.



Se cultivaron en invernadero en el 2007. Se realizaron tres etapas de
aplicacién, semilla, plantula y planta, de P-Ca (100, 150 y 200 mg-litro™), P-Ca
(100, 150 y 200 mg-litro™) + &cido benzoico (1.00E-06 molar), P-Ca (100, 150 y
200 mg-litro™) + &cido salicilico (1.00E-06 molar) y agua (testigo). El tratamiento
a la semilla se imbibié por ocho horas en las soluciones sefialadas. En plantula
y planta se asperjaron con un atomizador manual, realizandose las
aplicaciones cuando tenian cuatro hojas verdaderas y 10 hojas verdaderas

respectivamente.

El contenido de capsaicina mostré incrementos estadisticamente
significativos en las tres etapas, con aplicaciones de P-Ca (100 y 200 mg-litro™)
de forma individual o en combinacién con AB y AS. En semilla, el contenido de
vitamina C mostré un aumento significativo con la aplicacion de P-Ca 100
mg-litro™. En el parametro de rendimiento por planta, se observé incrementos
significativos en las tres etapas, con aplicaciones de P-Ca (100, 150 y 200

mg-litro™®) en forma individual o en combinacién con AB y AS (1.00E-06 molar).
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INFLUENCE OF PROHEXADIONE CALCIUM AND OXIDATION
PROMOTERS ON YIELD, CAPSAICIN AND VITAMIN C IN JALAPENO
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acid, antioxidants.

The study was conducted for evaluation of the effects of prohexadione
calcium (P-Ca) and its interaction with the oxidation promoter, benzoic acid (BA)

and salicylic acid (SA) in jalapeiio pepper (Capsicum annuum L.) var. M on

vi



capsaicin, vitamin C and yield. The plants were grown under greenhouse
conditions in 2007. Applications were carried out at the stages of: seed, seedling
and plant of P-Ca (100, 150 and 200 mg-liter®), P-Ca (100, 150 and 200
mg-liter’?) + benzoic acid (1.00E-06 molar), P-Ca (100, 150 and 200 mg-liter?) +
salicylic acid (1.00E-06 molar) and water (control). The seeds were immersed
for eighth hours in the treatments mentioned above, whereas seedling and plant
stages were conducted by spray manually. The applications were done when

plants reached four and 10 true leaves respectively.

The capsaicin content showed statistic increases in the three stages with
P-Ca (100 and 200 mg-liter?), individually or in combination with BA and SA
(1.00E-06 molar). The content of vitamin C showed a significant increase with
the application of P-Ca 100 mg-liter™ to the seed. In the case of yield, the results
showed significant increases in the three stages with P-Ca (100, 150 and 200

mg-liter®) individually or in combination with BA and SA (1.00E-06 molar).
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INTRODUCCION

En México es tradicional consumir chile. Esta hortaliza se utiliza en
fresco, salsas y encurtidos (Nuez et al., 1996). El fruto contiene minerales,
fibras, agua, carotenoides, vitamina A y C; ademas de la pungencia que es la
caracteristica principal del chile (Nuez et al., 1996; Diaz et al.,, 2004). Los
compuestos responsables de la pungencia son los capsaicinoides, de estos los
gue mas se destacan son la capsaicina, dihidrocapsaicina y la
norhidrocapsaicina que constituyen un 80-90% de los capsaicinoides
(Jurenthish, 1979; Diaz et al., 2004). Se ha reportado a los capsaicinoides como
potentes antioxidantes que protegen al acido linoleico contra el ataque de
radicales libres; ademas reducen los metales como donadores de hidrégenos

(Mori et al., 2006; Rosa et al., 2002; Diaz et al., 2004).

El consumo de frutas y hortalizas tienen un efecto protector de radicales
libres en el humano. Estudios clinicos indican la prevencion de enfermedades
asociadas a cancer y enfermedades degenerativas con el consumo de ellos
(Deepa et al., 2006; Perucka y Materska, 2007). La proteccion contra estas
enfermedades esta ligada al consumo de antioxidantes. La vitamina C o acido

ascorbico depura al peroxido de hidrégeno en los cloroplastos en la planta



favoreciendo la eficiencia fotosintética (Devasagayam et al., 2004; Padayatt et
al., 2001). En el ser humano, actla como neutralizador de radicales libres
inhibiendo la formacion de nitrosamina carcinogénica y estimulando el sistema
inmunologico, al promover la absorcion de hierro, calcio y aminoacidos

(Jiménez et al., 2002; Johnston, 2003).

El uso de biorreguladores que actien en armonia con la naturaleza y no
causen efectos adversos en la salud humana abren la posibilidad de ser
utilizados en la horticultura moderna (Ramirez, 2003; Rancafio-Arrioja, 2005).
Prohexadiona de calcio inhibe la biosintesis de giberelinas biol6gicamente
activas sin ser toxica y de persistencia limitada. Este compuesto modifica el
contenido de flavonoides en hojas de manzano (Roemmelt et al., 2003), en el
tomate aumenta el contenido de licopeno y se relaciona con la actividad
catalasa y peroxidasa (Herrera-Gamez, 2007). En vid P-Ca indujo frutos con
mayor contenido de antocianinas y con mayor persistencia en la intensidad
aromatica (Disegna et al., 2006). EI mecanismo de accion de P-Ca aun no es
conocido. Rademacher (2000), sugiere que es factible que P-Ca estimule
cambios en el espectro de los flavonoides teniendo una ruta alterna en la

biosintesis de los metabolitos secundarios.

El acido salicilico induce tolerancia a bajas temperatura en plantas de
papa (Dat et al.,, 1998; Lopez-Delgado et al.,, 1998; Mora-Herrera y Lopez-
Delgado, 2006), y en tomate (Fuentes-Lara et al., 2004). El 4cido benzoico es
un precursor del acido salicilico y se encuentra de forma natural en las plantas,

ademas actua como un inductor de resistencia sistémica adquirida.



Kalt y Kushad (2000), indican que los antioxidantes de las frutas y
hortalizas son de gran interés y representan una oportunidad en la agricultura
para el mejoramiento de los productos horticolas. Benavides (2002), menciona
gue es posible la manipulaciéon de los mecanismos de defensa en las plantas y
en los niveles de fitoquimicos antioxidantes especificos por medio de la
ingenieria genética utilizando la aplicacion exdgena de evocadores quimicos.
Considerando la aplicacion exdgena de estos productos se plantea el siguiente

objetivo e hipotesis.



OBJETIVO

Conocer la influencia de prohexadiona de calcio en combinacion con el
acido benzoico y el acido salicilico en el contenido de capsaicina, vitamina C y

rendimiento por planta en el chile jalapefio.

HIPOTESIS

La prohexadiona de calcio individual o en combinacion con &cido
benzoico o acido salicilico modifica el contenido de capsaicina, vitamina C y

rendimiento por planta en chile jalapefio.



REVISION DE LITERATURA

Aspectos Generales del Chile

El chile (Capsicum annuum L.) pertenece a la familia de las solanaceas y
actualmente se considera que esta formada por unos 90 géneros, los cuales se
encuentran divididos entre dos subfamilias: Solanoideae y Cestroideae (Nuez et
al., 1996). La diferencia entre estas dos subfamilias se basa en diferentes
modelos de desarrollo del embrion. En las Solanoideae el embrion esta
desarrollado de un didmetro mas o menos uniforme. En las Cestroideae el
embridn es tipicamente recto y ligeramente curvado (Nuez et al., 1996). La
mayoria de las especies del género Capsicum son originarias de América del
Sur. La popularizacion de su consumo se ha extendido a muchos paises, no
obstante, México es el pais con mayor variedad de chiles, tanto silvestres como
cultivados (L6pez-Riquelme, 2003). El nombre de chile jalapefio var. Jalapefio
M proviene de la ciudad de Xalapa en el estado de Veracruz en donde
antiguamente se comercializaba el producto, aun cuando en esa region se

siembra poco este tipo de chile. El fruto es carnoso con un espesor de



alrededor de 5 mm, picante, de buena aceptacion tanto en el mercado nacional
como extranjero. El chile jalapefio cuando llega a su estado de madurez se

procesa en salsas, encurtidos, seco y como chile chipotle (Nuez et al., 1996).

Requerimientos

Nuez et al., (1996) mencionan que el chile se produce mejor en un clima
relativamente caluroso, aparentemente resiste mejor la sequia en comparacion
al tomate o la berenjena; sin embargo, los mejores rendimientos estan
relacionado con la cantidad de lluvias bien distribuidas. Los rangos de
temperatura para germinacion es de 24-29 °C, mientras que los dias a
emergencia son de 8-10. Las temperaturas para el desarrollo son de 18-26 °C.
Las altas temperaturas provocan la caida de flores y frutos. La humedad 6ptima
para su desarrollo es de 50-70 %. La planta crece en diferentes tipos de suelos
desde ligeros hasta pesados siendo los mas ideales los limo arenosos,
profundos, bien aireados ricos y con buen drenaje. El pH debe de oscilar de 5.5-

6.8.

Estructura del Fruto

El fruto es una baya, de estructura hueca llena de aire con forma de
capsula, teniendo un pericarpio grueso, jugoso, un tejido placentario al que se le

unen las semillas. El pericarpio esta compuesto por tres capas: la primera



epicarpo o capa externa, la segunda mesocarpo 0 zona carnosa intermedia, la
tercera endocarpo o0 capa membranosa interna. El tejido placentario se
desarrolla a lo largo de la sutura de los carpelos, sobre la superficie se
desarrollan los oOvulos para dar lugar a las semillas (Salazar-Olivo y Silva-

Ortega, 2004).

Maduracion del Fruto

El fruto del chile jalapefio es climatérico, cuando ocurre un cambio de
color verde-rojo hay cambios en su composicion cualitativa (color, sabor, textura
y olor). El cambio de color de verde-rojo parece estar inducida por el fitocromo
al aparecer los cromoplastos portadores de pigmentos en las células que
rodean a los vasos posteriores a la zona externa del pericarpo. En este proceso
interviene el etileno y el acido abscisico, mientras que los carotenoides rojos,
capsanteno y capsorrubeno son pigmentos terminales (Nuez et al., 1996). La
textura del fruto esta asociada a procesos hidroliticos, al mismo tiempo que se
producen varios tipos de aldehidos, alcoholes, terpenos y aceites volatiles. Los
aceites estan presentes en el pericarpio en rangos de 0-30 % en base a peso
seco. Un factor que juega un papel decisivo en la maduracién, es la

temperatura con un rango entre 15y 25 °C.



El Control Vegetativo

El acomodo espacial de las plantas afecta el rendimiento y desarrollo
morfolégico del cultivo del chile (Stofella y Bryan, 1998). Las altas densidades
en chile tienden a crecer mas, presentando menores didmetros de tallos
ademas de menor peso seco de la planta (Decoteau y Graham, 1994;
Motsenbocker, 1996). Una de las practicas agricolas mas buscadas es producir
plantas mé&s compactas, para permitir mayores densidades por hectarea y

menor acame (Rojas y Ramirez, 1993).

Biorreguladores del Crecimiento

Los biorreguladores auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico y
etileno son sustancias que tienen funciones decisivas en diferentes procesos o
etapas de las plantas. EI medio ambiente juega también un papel muy
importante ya que puede modificar el desarrollo de las mismas (Weaver, 1996;
Jankiewicz, 2003). Normalmente sus efectos estan regulados por los
mecanismos internos que tienen las plantas. Estas hormonas son sintetizados
en muy bajas concentraciones en los cloroplastos y se translocan a otras
regiones de la planta en donde modifican su crecimiento y desarrollo (Yanez,

2002).



Retardantes de Crecimiento

Los retardantes de crecimiento en las plantas reducen la division y
elongacion celular de los brotes, regulando de esta forma la altura de las
plantas de manera fisioldgica, sin provocar malformaciones en las hojas o los
tallos (Weaver, 1996). Owens y Stover (1999), reportaron que otros productos
como Daminozida y Clormequat también inhiben el crecimiento vegetal pero
presentan una persistencia en el tejido vegetal comestible con efectos

toxicoldgicos al ser humano y por lo tanto tienen restricciones de uso agricola.

Prohexadiona de Calcio

BAS 125W es el cbédigo experimental del regulador de crecimiento
prohexadiona de calcio. Su nombre quimico sistematico se identifica como:
calcio 3-oxido-4-propionil-5-oxo-3-ciclohexano-carboxilato. Otros coédigos de
este ingrediente activo son BX-112, KIM 112, y BAS 9054. El ingrediente activo
de prohexadiona de calcio es una patente de Kumiai Chemical Industry CO, el
cual fue registrado con uso en arroz (Oryza sativa L.) en Japdén. En Estados
Unidos se registro para usarse en manzano (Malus x domestica Borkh.) y
cacahuate (Arachis hypogaea L.). En los paises Europeos se registr6 como
BASF AG para uso en granos pequefios y manzanos (Rademacher, 1993).

La aplicacion foliar de prohexadiona de calcio en un rango de 125 a 250
mg-Litro™ origina un control efectivo del crecimiento vegetativo en los brotes de

manzanos. El vigor vegetativo esta influenciado por numerosos factores
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incluyendo la carga de fruta, variedades, portainjerto, edad, poda y sistema de
formacion. La aplicacion de P-Ca en los brotes nuevos se recomienda cuando
estos alcanzan de 5-10 cm de crecimiento nuevo (Ramirez, 2003; Costa et al.,

2004; Ramirez et al., 2005).

Modo de Accidn. La prohexadiona de calcio inhibe la biosintesis de las

giberelinas A;, A4 y A; reduciendo con esto los brotes de crecimiento. La
estructura de prohexadiona de calcio es similar al &cido 2-oxoglutamico, el cual
es un co-sustrato de la diogenasa, responsable de catalizar las hidroxilaciones
involucradas en la biosintesis de esas hormonas (Nakayama et al., 1990;
Nakayama et al., 1992). El efecto de P-Ca es la hidroxilacion de 3B, y como
consecuencia de ello, el reducir los niveles de AG; (altamente activo) causando
una acumulacion inmediata del precursor AGyo (inactivo) (Rademacher, 1993).
Las diogenasas relacionadas con el metabolismo de los flavonoides pueden

afectar algunos limites y compuestos relacionados (Evans et al., 1999).

Metabolismo. La degradacion de P-Ca en plantas superiores ocurre en pocas

semanas, después de la asimilacion y del rompimiento de su anillo. Se
convierte en propano-1,2,3- tricarboxilico (&cido tricarboxilico), el cual se
incorpora al metabolismo de la planta (Evans et al., 1999). En el suelo, primero

se descompone en CO, con una vida promedio de siete dias. En el agua, la P-
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Ca se degrada por fotolisis a biéxido de carbono y otros productos naturales. En

mamiferos, P-Ca es rapidamente absorbido y excretado, (Evans et al., 1999).

Absorcion_y Translocacion. La prohexadiona de calcio es absorbido en

manzana por el follaje, requiriendo un maximo de ocho horas. Esta hormona es
translocada en forma acropetala a los puntos de crecimiento de los brotes
individuales. EI movimiento basipetalo es minimo ya que tipicamente los brotes
tratados son los afectados. P-Ca no persiste en la planta o afecta el crecimiento

de la siguiente temporada (Evans et al., 1999).

Promotores de Oxidacion

La aplicacion de los &cidos organicos de forma exdgena activa un
complejo sistema de sefalizacion vegetal, dando lugar a repuestas adaptativas
a ambiente extremos, activando los sistemas del dafio oxidativo (Benavides,
2002). Ademas de cumplir algunas funciones de regulacion del desarrollo de la
planta (Raskin, 1992), estos acidos afectan la maduracion del fruto del tomate

(Jiménez et al., 2002).
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Acido Salicilico

El &cido salicilico pertenece al grupo de los fendlicos, y esta relacionado
al metabolismo secundario de las plantas, involucrado en una gran cantidad de

actividades de regulacion (Raskin, 1992).

Segun Raskin (1992), el acido salicilico (AS) tiene algun papel regulador
sobre el balance de oxidacion/reduccién de las células vegetales, lo que explica
la capacidad de inducir respuestas tan variadas como la fisiolégica, morfogénica
y adaptativa de las plantas. El acido salicilico, cuando se aplic6 de forma
exdgena en concentraciones de 102-10® M originé un aumento en la biomasa

en soya (Gutiérrez et al., 1998). Lépez-delgado et al., (1998) encontraron que el

4 6

acido salicilico aplicado en trigo a concentraciones de 10 -10 molar
aumentaron el numero de granos de 1.3-4 % por espiga en comparacion al

testigo.

Acido Benzoico

El acido benzoico es un evocador del AS. Se encuentra en plantas
vegetales en forma natural, libre y en derivado sencillo como sales, esteres y
amidas. Esta substancia es un inductor de la resistencia sistémica adquirida
(Raskin, 1992; Dat et al., 1998; Mora-Herrera y Loépez-Delgado, 2006). El benjui
(Styrax benzoin) puede contener hasta un 20 % de acido benzoico en estado
libre o en combinacién. El AB se descompone facilmente por calentamiento. La

resina acaroide de la Xanthorrhoea hastilis contiene de 4.5 a 7 % de este acido.
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El AB se encuentra en pequefias concentraciones en productos naturales. La
corteza del cerezo negro silvestre, el castéreo, los arandanos, las ciruelas, el
clavo maduro, la frambuesa, la grosella y el fruto de Gaylussacia baccata
contienen acido benzoico o compuestos muy afines. Benavides (2002),
menciona que con aplicaciones de acido benzoico se logro resistencia al estrés
hidrico en plantulas de repollo y tomate. La aplicacion exdégena de AB redujo

perdidas de peso en frutos de tomate maduro (Fuentes-Lara et al., 2004).

Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia sintética o natural que en pequefias
concentraciones previene el deterioro por accion del oxigeno ambiental. Este
protege biologicamente a los tejidos del dafio por radicales libres,
transformandose en radicales libres no toxicos. Los antioxidantes consisten de
una cadena de proteinas. En este grupo se identifican las vitaminas C y E,
tocofenoles, carotenoides, flavonoides y polifenoles. Entre las moléculas
antioxidantes, los flavonoides juegan un papel Unico en la planta. Los
carotenoides y tocofenoles se integran al metabolismo de plantas y en
humanos. Los flavonoides no parecen tener funciones como antioxidantes en
plantas; sin embargo los flavonoides pueden tener una contribucién en la dieta

humana, ya que son benéficos en la salud (Prior y Cao, 2000).
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Radicales Libres

Los radicales libres son quimicos con electrones impares; ademas, estan
compuestos de atomos y electrones. Al estar de forma impar son llamados
radicales libres. Este radical secuestra electrones oxidando a otras moléculas
para tener siempre pares de electrones. Los electrones no pares usualmente
muestran otro electron para reintegrarse. De este modo los radicales libres son
generalmente reactivos que atacan a otra molécula. Los radicales libres y
especies activas de oxigeno son formadas por varios recursos intrinsecos como
la luz, calor y metales. Estos, son formados in vivo por varias rutas bioquimicas

en diferentes tiempos y sitios (Prior y Cao, 2000; Mittler, 2002; Halliwell, 2001).

Vitamina C

El acido L-ascorbico es un compuesto abundante en los tejidos verdes, el
cual depuran al peréxido de hidrogeno en los cloroplastos y favorece la
eficiencia fotosintética. Es esencial en los procesos metabdlicos en el
crecimiento y en la diferenciacion floral (Foyer, 1993). Las variaciones en el
contenido de vitaminas depende del tipo de cultivar, estado madurez, manejo
de la planta y el clima (Padayatt et al., 2001). El ascorbato funciona como un
reductor de radicales libres minimizando el dafio oxidativo e inhibiendo la
formaciébn de nitrosamina carcinogénica; también, estimula el sistema
inmunologico, la absorcion de hierro, calcio y aminoacidos (Johnston, 2003). El
acido L-ascorbico parece ser sintetizado a partir de las hexosas, convirtiendo la

D-glucosa en ascorbato (Foyer, 1993).
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Capsaicinoides y Capsinoides

Los primeros reportes de capsaicinoides fueron de capsaicina (acido
Vanillilamida de 8-metil-trans-6-enoico), dihidrocapsaicina (acido vanillilamida
de 8 metilnonanoico), nordihidrocapsaicina 1 (4cido vanillilamida de 9-metildec-
trans-7-enoico) y homodihidrocapsaicina 1 (acido vanilllamida de 9-
metildecanoico) (Diaz et al., 2004; Vazquez-Flota et al., 2007). Los productos
referidos también han sido llamados: homodihidrocapsaicina Il, homocapsaicina
II, vanilllamidas de octanoico, nonanoico Yy acido decanoico,
bishomocapsaicina, trihomocapsaicina, nordihidrocapsaicina Il, zucapsaicina
(civamida), nonivamida y w-hidrocapsaicina. De estos componentes, la
capsaicina y dihidrocapsaicina son los que mas abundan en las especies de
Capsicum. La suma del total de los capsaicinoides varia grandemente; aunque,
la proporcion de capsaicina y de dihidrocapsaicina es de 77-90 % en el fruto de
la especie C. annuum y de 89-98 % en C. frutensces (Estrada et al., 2001). La
diferencia de los diferentes capsaicinoides es la longitud de su cadena alifatica,
la presencia del doble enlace, el punto de ramificacién y la pungencia (Diaz et
al., 2004). La mayoria de los capsaicinoides son pungentes, pero hay
capsaicinoides no picantes, como el w-hidroxicapsaicina (Estrada et al., 2001).
El grupo de capsaicinoides no pungentes se llaman capsinoides (Kobata et al.,
1999; Kouzou et al., 2006). Los capsaicinoides son sintetizados a partir de la
vanillilamina; mientras que los capsinoides se derivan del alcohol vanillila (Diaz

et al., 2004).
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Biosintesis de los Capsaicinoides

La capsaicina es una amida derivada de vanilllamina y de &cido 8-
metilnon-trans-6-enoico (Benett y Kirby, 1968). La ruta de la biosintesis de la
capsaicina esta bien caracterizada. La mitad de vanilllamina es obtenida de la
fenilalanina por la ruta de shikimato/arogenate. La otra mitad es derivada de
valina. La primera se inicia con la sintesis de la fenilalanina la cual pasa luego a
acido cinamico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico, vainillina y
vanillilamina. Lo anterior, por accion de las enzimas fenilalanina amino liasa,
cinamato 4-hidroxilasa, cumarato 3-hidroxilasa y acido cafeico metiltransferasa.
La otra mitad se inicia con la valina la cual pasa a «-Ceto-isovalerato, isobutril
CoA, 3x malonil CoA, a 8 ma3til nonanoil CoA, a 8-metil-6-noneoil CoA y a
capsaicina por accion de las enzimas: aminotransferasa deshidrogenasa, Kas
B-cetoacil sintasa, tioesterasa, desaturasa y CS capsaicinoide sintasa (Estrada
et al., 2001). La vainillina es un intermediario tardio que es aminado por accién
de una transaminasa dando lugar a la vanillilamina la cual, por accién de una
aciltransferasa llamada capsaicinoide sintasa, condensa con el derivado acil-
graso para a su vez dar lugar a los capsaicinoides. Una vez formada se
almacena en la vesicula derivada de las células epidermales de la placenta

(Diaz et al., 2004; Vazquez-Flota et al., 2007).
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Capsaicina

La capsaicina es el compuesto mas abundante de los capsaicinoides
presentes en el chile y principal responsable de la pungencia de este. Aunque,
el compuesto se aislo por primera vez en 1846 por L.T. Thresh, su estructura
quimica se determino hasta 1919 (Szallasi y Blumberg, 1999). La capsaicina es
el principal pungente del chile, encontrandose ausente en las variedades
“dulces” (Rosa et al., 2002; Diaz et al., 2004). Es una sustancia de naturaleza
alcaloide, mas concretamente se trata de un protoalcaloide. Este es un producto
de la condensacion del acido decilenico y del 3-hidroxi-4 metoxi benzilamida. Se
sabe que la capsaicina no es un compuesto simple, sino que se trata de una
mezcla de varias amidas, llamados capsaicinoides, siendo la capsaicina el mas
importante entre ellas. El contenido de capsaicina es mayor en la placenta y en
el septo, en donde representa un 2.5 % de la materia seca mientras que el
contenido medio en el fruto es de 0,6 %, en la semillas 0,7 % y en el pericarpio
0,03 % (Estrada et al., 2001; Leete y Louden, 1968). El contenido en capsaicina
depende de la variedad de chile y de factores ambientales. La formacion de
capsaicina es mayor a temperaturas alrededor de los 30 °C (Diaz et al., 2004;

Vazquez-Flota et al., 2007).
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RESUMEN

El chile jalapefio proporciona antioxidantes importantes en la dieta humana. En
México existe la tendencia a mejorar su calidad y rendimiento. Por lo tanto, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la influencia de prohexadiona de
calcio (P-Ca), acido benzoico (AB) y acido salicilico (AS) en rendimiento y
niveles de capsaicina y vitamina C en chile jalapefio var. M. El estudio se realizo
en invernadero y laboratorio de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
en 2007. Los tratamientos consistieron en la aplicacion a semilla, plantula y

planta de P-Ca, AB, AS y agua (testigo). Las variables de estudio fueron niveles
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de capsaicina y vitamina C en frutos maduros y rendimiento. El nivel de
capsaicina y rendimiento por planta mostraron incrementos estadisticamente
significativos en las tres etapas referidas con aplicacion de P-Ca (100, 150 y
200 mg-litro™) en forma individual o en combinacién con AB y AS (1.00E-06
molar). El contenido de vitamina C aumentd significativamente con el

tratamiento P-Ca 100 mg-litro™ a semilla.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES:, chile jalapefio, antioxidantes, capsaicina,

vitamina C, acido salicilico, acido benzoico.

INFLUENCE OF PROHEXADIONE CALCIUM AND OXIDATION
PROMOTERS ON YIELD, CAPSAICIN AND VITAMIN C IN JALAPENO

PEPPER

ABSTRACT

Jalapeiio pepper provides important antioxidants in the human diet. In Mexico,
there is a tendency to improve its yield and edible quality. Therefore, the
purpose of this work was to evaluate the effect of prohexadione calcium (P-Ca),
benzoic acid (BA) and salicylic acid (SA) on yield and the levels of capsaicin and
vitamin C in jalapefio pepper var. M. The study was conducted under

greenhouse and laboratory conditions at Universidad Autonoma Agraria Antonio
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Narro in 2007. The treatments applied in the stages of seed, seedling and plant
were P-Ca, BA, SA, and water (control). The impact of them was evaluated on
the levels of capsaicin and vitamin C in ripen fruits and on total yield per plant.
The content of capsaicin and yield were statistically higher in the three stages
with applications of P-Ca (100, 150 and 200 mgliter’) individually or in
combination with BA and SA (1.00E-06 molar). The level of vitamin C increased

when P-Ca at 100 mg-liter’* was applied to the seed.

ADDITION KEY WORDS:, jalapefio pepper, antioxidants, capsaicin, vitamin C,

salicylic acid, benzoic acid.

INTRODUCCION

El consumo de productos horticolas proporciona al ser humano minerales,
fibras, agua y antioxidantes. Estos elementos contribuyen a observar una buena
salud y calidad de vida entre las personas. En México existe la tradicion en
consumir chile en fresco y/o procesado. El chile jalapefio forma parte de la dieta
mexicana y hoy en dia es una de las especies de mayor demanda en el
mercado nacional e internacional (Nuez et al., 1996). Su fruto se caracteriza por
la produccion de capsaicinoides, de los cuales la capsaicina y la

dihidrocapsaicina destacan por su efecto en la pungencia del mismo (Lopez-
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Riquelme, 2003; Diaz et al., 2004; Vazquez-Flota et al.,, 2007). Los
capsaicinoides han demostrado ser antioxidantes potentes que protegen al
acido linoleico contra el ataque de radicales libres, la autooxidacion y la

oxidacion mediada por metales (Rosa et al., 2002; Diaz et al., 2004).

La vitamina C presente en el fruto de chile jalapefio es un antioxidante que
también actia como un reductor de radicales libres, propiedad que contribuye a
minimizar el dafio oxidativo en ese 6rgano (Benenet y Kirby, 1968; Padayatt et
al., 2001). Estudios en salud humana reportan que el consumo de frutas y
hortalizas tienen un efecto protector contra enfermedades como el céncer,
diabetes, dafos cardiovasculares, artritis, cataratas y desordenes en el sistema
nervioso central (Rodriguez et al., 2001; Devasagayam et al., 2004; Mori et al.,
2006). La proteccion a estas enfermedades esta ligada a la presencia de
antioxidantes en el 6rgano horticola consumido (Johnston, 2003; Joshipura et

al., 1999).

El uso de biorreguladores que actien en armonia con la naturaleza y no causen
efectos adversos en la salud humana es una alternativa en la horticultura
moderna (Ramirez, 2003). La prohexadiona de calcio es un retardante del
crecimiento con esas caracteristicas que ha demostrado ser un inhibidor de la
biosintesis de giberelinas biolégicamente activas (Rademacher, 2000). Este
compuesto modifica el contenido de flavonoides en hojas de manzano
(Roemmelt et al., 2003) y aumenta considerablemente el nivel de licopeno en
frutos de tomate (Ramirez et al., 2006). El acido salicilico participa de forma

importante en la cascada de sefializacion vegetal, reflejada en una adaptacion a
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ambientes extremos, asi como a la induccion de la resistencia sistémica
adquirida (Raskin, 1992). Se ha reportado que el acido salicilico induce
tolerancia a bajas temperaturas en plantas de papa (Lépez-Delgado et al.,
1998; Mora-Herrera y Lopez-Delgado, 2006). El acido benzoico es un acido
fendlico que se considera precursor del acido salicilico y se encuentra en forma
natural en las plantas. Este compuesto actia también como un inductor de
resistencia sistémica adquirida (Benavides-Mendoza et al., 2007). En afios
recientes se ha determinado el nivel de antioxidantes en varias especies
horticolas (Prior y Cao, 2000; Tosun et al., 2003). Sin embargo la experiencia
relacionada al impacto de practicas agricolas que modifiquen los niveles de
antioxidantes en las plantas es escasa (Asami et al., 2003). Kalt y Kushad
(2000) manifiestan que el incremento en los niveles de antioxidantes en frutas y
hortalizas es un tema de gran interés y representa una oportunidad en la
estrategia actual dirigida al mejoramiento de la calidad de productos horticolas.
En la actualidad es factible manipular en plantas los mecanismos involucrados
en la sintesis de antioxidantes especificos y rendimiento por medio de
ingenieria genética y aplicacién de biorreguladores (Benavides, 2002). Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue conocer la influencia de P-Ca, AB

y AS en el rendimiento y niveles de capsaicina y vitamina C en chile jalapefio.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo durante 2007 en un invernadero con control
de temperatura y humedad relativa, en la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México. Se utilizo semilla certificada de chile
jalapefio (Capsicum annuum L.) var. M. En las fases semilla; semilla + plantula
+ planta y plantula + planta fueron aplicados los siguientes tratamientos: P-Ca
100, 150 y 200 mg-litro™; P-Ca 100, 150 y 200 mg-litro™ + &cido benzoico
1.00E-06 molar; P-Ca 100, 150 y 200 mg-litro™+ &cido salicilico 1.00E-06 molar
y testigo (agua). Las semillas fueron sembradas el 14 de junio de 2007 en cajas
de poliestireno de 200 cavidades, utilizando como sustrato peat moss Premier
Mix. El tratamiento a las semillas consistié en imbibirlas durante ocho horas en
cada solucion sefalada; mientras que en la etapa de plantula y planta, los
tratamientos fueron asperjados con atomizador manual. Tan pronto las
plantulas alcanzaron dos hojas verdaderas, fueron trasplantadas a bolsas de
plastico negro de 25 X 30 cm con una mezcla de peat moss, vermiculita y perlita
(2:1:2 viv). Los tratamientos foliares se realizaron con cuatro hojas verdaderas
en plantula y 10 hojas verdaderas en planta. Se utilizo un disefio estadistico de
parcelas divididas y anidamiento del factor dosis con tres repeticiones por
tratamiento. Se utilizo la prueba de Tukey para estimar diferencia estadisticas
con el paquete SAS (2000). Las graficas se construyeron con el programa

SigmaPlot version 11.0 (SigmaPlot, 2008).
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Determinacion de capsaicina

Cuando el 80 % de los frutos alcanzaron su madurez fisiolégica (Ramirez et al.,
2003), se cosecharon y conservaron a -20 °C. En el laboratorio, las muestras de
chile se descongelaron. Se tomo un gramo de peso fresco en cada tratamiento
y se macerd en un mortero, al que se le agregd 10 ml de etanol y se agito por
15 minutos. Se filtro con papel Wathman 1 y luego se afor6 a 25 ml con etanol.
La muestra se trasladé a un matraz de separacion y se agregaron 2.5 ml de
solucién amortiguadora con pH 2.8 mas 0.5 ml de etanol, 20.5 ml de agua
destilada y 10 ml de solucion Adogen-Tolueno. Se agitd vigorosamente 1
minuto. Luego de la separacion, la fase organica conteniendo la capsaicina fue
leida en un espectrofotometro (Geneys 10 uv Thermo Electro Corp) a una
longitud de onda de 286 nm. Lo anterior se hizo por triplicado en cada muestra.
Para determinar el contenido de capsaicina en cada muestra, se construyé una
curva de calibracién con este antioxidante en un rango de 0-0.40 mg-ml™,

combinada con los solventes referidos.
Determinacion de vitamina C

De las muestras descritas anteriormente, se maceré 1 mg con 10 ml de acido
clorhidrico al 2 %. Se homogeneiz6 con agua destilada. Se filtr6 a través de
gasa y se colectdé en un matraz de Erlenmeyer. Se tomaron 10 ml del filtrado en
un matraz igual y se titulé con 2,6 diclorofenolindofenol por 30 segundos,
cuando alcanzo la solucion un color rosa. El contenido de vitamina C se

determiné utilizando la siguiente formula:



25

. , (ml utilizados de 2,6 diclorofenolindofenolx0.088xvolumen totalx100)
vitamina C =

(mg-100g PF)

(volumen de la alicuotaxpeso de la muestra)

RESULTADOS Y DISCUSION
Nivel de capsaicina

Los efectos de los biorreguladores en los niveles de capsaicina en frutos de
chile se ilustran en la Figura 1. En los tratamientos a semilla, se observo que la
aplicacion de P-Ca a 100 mg-litro™ individual o combinada con AB o AS 1.00E-
06 molar produjeron incrementos significativos de este antioxidante (P<0.05) al
compararse con el resto de soluciones. En las aplicaciones realizadas en las
etapas fenolégicas de semilla + plantula + planta, los tratamientos que
provocaron un aumento significativa (P<0.05) en el nivel de capsaicina fueron
P-Ca a 200 mglitro™, individual o cuando se combind con AB o AS a una
concentracion de 1.00E-06 molar. La respuesta a las aplicaciones foliares de
los tratamientos en las fases de plantula + planta resulto en un mayor nivel de
capsaicina solamente en los frutos provenientes de la concentraciones de P-Ca
150 mg-litro™ + AB 1.00E-06 molar. La informacién sobre la influencia de P-Ca
en los niveles de capsaicina es muy escasa,; sin embargo, se conoce gque este

retardante de crecimiento tiene la capacidad de modificar la ruta biosintética de
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los flavonoides en peral, generando nuevos flavonoides ligados a la actividad
antioxidante en tejidos jévenes de esa especie frutal (Roemmelt et al., 2003). El
P-Ca ha sido reportado como inductor de otros antioxidantes en varias especies
horticolas. Disegna et al., (2002) al aplicar P-Ca en uvas para vino lograron
frutos con mayor contenido de antocianinas. En acelga, repollo y brécoli se han
reportado incrementos en antioxidantes totales cuando las plantas recibieron
tratamientos con P-Ca en un rango de 100-150 mg-litro® (Rancafio-Arrioja,
2005). El contenido de licopeno en frutos cosechados de tomate fue
notablemente incrementado cuando se aplico a las plantas P-Ca a dosis de 175
mg-litro™® (Herrera-Gamez, 2007). El mecanismo de accién a través del cual P-
Ca origina su efecto, no es conocido. De acuerdo a los reportes de Rademacher
(2004) y la experiencia observada en este estudio es factible que P-Ca estimula
cambios en el espectro de los flavonoides provocando una ruta alterna en la
biosintesis de metabolitos secundarios. Se conoce que la capsaicina es
sintetizada a partir de la fenilalanina y acidos trans-cinamicos. Estos, a su vez
se estimulan por la accién de las enzimas fenilalanina amino liasa, cinamato 4-
hidroxilasa, cumarato 3-hidroxilasa y acido cafeico metiltransferasa (Diaz et al.,
2004; Vazquez-Flota et al., 2007). Esta hipétesis es apoyada por Herrera-
Gamez (2007) quien encontr6 en tomate que el incremento en licopeno
causada por P-Ca se relacion6 directamente con un aumento en la actividad de

las enzimas catalasa y peroxidasa.

El acido benzoico y su derivado &cido salicilico son compuestos fendlicos

involucrados en el metabolismo secundario de plantas (Rancafio-Arrioja, 2005).
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Esta caracteristica les permite fortalecer la defensa de la planta a condiciones
adversas de medio ambiente al aumentar su capacidad antioxidante (Raskin,
1992). La aplicacion de estas dos sustancias ha probado aumentar el contenido
de antioxidantes totales en diversas hortalizas (Ramirez et al., 2006). El
mecanismo de accion de ambos acidos se ha relacionado con incrementos en
la actividad de enzimas como la catalasa (Mora-Herrera y Lépez-Delgado,
2006). En base a estas experiencias, es posible considerar que el estimulo de
AB y AS en la produccién de capsaicina (Figura 1) puede ser mediado también
a través de un aumento en la actividad enziméatica ligada a la sintesis de este

antioxidante.
Nivel de vitamina C

La Figura 2 muestra los efectos de tratamientos en el contenido de vitamina C
en frutos de chile. Se observé que de las aplicaciones realizadas en las fases
mencionadas solamente tres ejecutadas a la semilla respondieron con
aumentos en este antioxidante natural. La aplicacién de P-Ca 100 mg-litro™
mostro superioridad estadistica (P<0.05) al resto de las dosis. Los tratamientos
P-Ca 100 mg-litro™ + AB 1.00E-06 molar y P-Ca 200 mg-litro® + AS 1.00E-06
molar también provocaron una tendencia a incrementar el nivel de vitamina C.
Se ha demostrado que P-Ca, AB y AS estimulan la produccién de antioxidantes
en uva, durazno, manzano, brocoli, acelga, repollo y tomate (Rademacher,
2000; Herrera-Gamez, 2007). Esas experiencias soportan lo observado en este

trabajo con el aumento en vitamina C cuando la semilla fue tratada con esos

compuestos (Figura 2). Benavides et al.,, (2007) han sefalado que los
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promotores de antioxidantes como AB y AS ejercen su efecto al fortalecer el
mecanismo de tolerancia en plantas al estrés ambiental. Esta respuesta, Mora-
Herrera y Lopez-Delgado (2006), la ligan con aumentos en los niveles de
antioxidantes. La tolerancia al estrés de temperaturas frias se relaciona con un
alto contenido de vitamina C en hojas (Laing et al., 2007) y frutos (Mozafar,
1994). Por lo tanto, P-Ca, AB y AS presentan efectos prometedores como
inductores de vitamina C en chiles jalapefios cuando son aplicados a la semilla.
Lo observado en esta investigacion demuestra que dependiendo de la etapa de
aplicacion de promotores de oxidacidn serd la respuesta al contenido de

capsaicina (Figura 1) o vitamina C (Figura 2) en el fruto de chile jalapefio.
Rendimiento

Los efectos de tratamientos en el rendimiento por planta se presentan en la
Figura 3. Se observaron aumentos significativos (P<0.05) en las diferentes
fases de aplicacién. En semilla, las dosis de P-Ca 100 mg-litro™ + AB 1.00E-06
molar y P-Ca 150 mg-litro® +AS 1.00E-06 molar fueron los méas destacados.
Cuando los tratamientos se aplicaron via semilla + plantula + planta, el
rendimiento fue estadisticamente superior con P-Ca 100 mg-litro® +AB 1.00E-
06 molar y P-Ca 200 mg-litro* + As 1.00E-06 molar. La aplicacién foliar en las
etapas fenoldgicas de plantula + planta reflejaron mas produccion por planta en
los tratamientos a dosis de P-CA 200 mg:litro™, P-Ca 100 mg-litro™ + AB 1.00E-
06 molar y P-Ca 100 mg-litro’ + AS 1.00E-06 molar. Los incrementos en
produccion por la influencia de P-Ca obtenidos en este estudio (Figura 3), han

sido previamente observados en otros cultivos. En manzana, cerezo, durazno y
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peral se obtuvieron incrementos de un 20 % en rendimiento cuando se aplicé P-
Ca en un espectro de 100 — 200 mg-litro* (Rademacher, 2004). En tomate se
reportdé un aumento sustancial en rendimiento por planta cuando se aplicé P-Ca
a dosis de 175 mglitro™ (Herrera-Gamez, 2007). Se ha demostrado que P-Ca
es un inhibidor de la sintesis de giberelinas Ai;, As y A;, las cuales son
bioldgicamente activas (Costa et al.,, 2004). Este efecto resulta en una
reduccion en el crecimiento vegetativo en la planta, lo que estimula un cambio
en la traslocacion de asimilados y un aumento en la formacion de yemas
florales y por lo tanto en mas frutos por planta (Basak, 2004; Ramirez et al.,
2006). Los aumentos en rendimiento observados en la Figura 3, contribuyen a
sustentar esas experiencias. Las aplicaciones de AB y AS en diversas
hortalizas como repollo, brocoli, rabanito, lechuga y coliflor provocan aumentos
significativos en los rendimientos de esas especies (Benavides, 2002; Rancafio-
Arrioja, 2005). Efectos similares también han sido encontrados en trigo y en
soya (LOpez-Tejeda et al., 1998). Los efectos de AB y AS han sido interpretados
como promotores de oxidacion, los cuales inducen en la planta a un incremento
en los niveles de antioxidantes y estimulo en el sistema de formacion de
organos florales y vegetativos (Benavides-Mendoza, 2007; Rancafio-Arrioja,
2005). Por lo tanto, los incrementos encontrados como resultado de las
aplicaciones de P-Ca, AB y AS en capsaicina (Figura 1), vitamina C (Figura 2) y
en rendimiento (Figura 3) permite considerar que estos biorreguladores influyen
en los parametros referidos dependiendo de la fase de aplicacion,

concentraciones y combinacion como la han propuesto Ramirez et al., (2006).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: prohexadiona de
calcio, acido benzoico y acido salicilico aumentan sustancialmente el contenido
de capsaicina, vitamina C y rendimiento en chile jalapefio var. M. El nivel de
aumento en esos parametros, esta relacionado con la etapa de aplicacion, dosis

del biorregulador y combinacion entre ellos.
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FIGURA 1.

acido salicilico (AS) y acido benzoico (AB) a concentracién de 1.00E-06 molar

en el contenido de capsaicina en frutos de chile jalapefio var. M. Cada barra

representa la media de tres repeticiones. Letras iguales significan igualdad de

acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.
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acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye que prohexadiona de
calcio, acido benzoico y acido salicilico aplicados al chile jalapefio var. M
provocan una aumento notable en el contenido de capsaicina, vitamina C y
rendimiento. Estos parametros, se relacionan con la etapa de aplicacion, dosis y

su combinacion.
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