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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el contenido de compuestos bioactivos
(capsaicinoides, polifenoles y la capacidad antioxidante) en ocho genotipos de chile
habanero cultivados en el sureste de Coahuila, México, identificados como HNC-1,
HNC-2, HNC-3, HNC-4, HNC-5, HNC-6, HNC-7 y HCC-8. Las plantas de los
genotipos se cultivaron en un invernadero durante 127 dias, bajo un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones cada uno. Los resultados de los
analisis quimicos permitieron identificar que HNC-5 y HNC-6 presentaron la mayor
concentracion de capsaicina (931.38 y 959.77 mg kg1), dihidrocapsaicina (434.95 y
445.89 mg kg?), y Unidades Scoville superiores a 210,000, fenoles totales (67.54 y
71.15 mg/100 g) y flavonoides totales (34.21 y 38.29 mg/100 g), respectivamente.
Mientras que HNC-1 y HNC-6 presentaron la mayor concentracién de carotenoides
con 103.96 y 105.07 mg/100 g, y HCC-8 registro el mayor contenido de antocianinas
con 22.08 mgC3GE/100 g.

Las capacidades antioxidantes mostraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre genotipos, con un rango de 43.22 a 110.39 ymol TE/100 g, 72.37 a 186.56
pmol TE/100 g, y 191.41 a 244.98 umol TE/100 g para los ensayos de DPPH (2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)) y FRAP (Poder antioxidante reductor Férrico). Los resultados de esta
investigacion, se utilizaran para seleccionar genotipos de chile habanero que
puedan ser utilizados en programas de mejoramiento genético para aumentar el
potencial productivo y el contenido de compuestos bioactivos en los frutos para

ampliar sus aplicaciones en la industria alimentaria.

Palabras clave: Capsicum chinense Jacq, pungencia, compuestos bioactivos,

capacidad antioxidante.
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1. INTRODUCCION

México es uno de los principales centros de origen y domesticacion del
género Capsicum (Olguin-Rojas et al., 2019). A la fecha, se han descrito 32 taxones,
de los cuales cinco se consideran para ser domesticados y cultivados: C. annuum
L., C. frutescens L., C. baccatum L., C. pubescens y C. chinense Jacq (Mufioz-
Ramirez et al., 2020). El chile habanero (C. chinense Jacq.) es una especie dentro
de este género que tiene la mayor demanda del mercado, y es uno de los chiles con
mayor pungencia en el mundo (Garcia-Lopez et al., 2019). Los ingredientes
derivados del chile habanero, ademas de ser utlizados como condimento,
aportando pungencia, color y sabor caracteristicos, podrian utilizarse para la
conservacion y prolongacion de la vida util de los productos industriales, asi como
aditivos o ingredientes tecnoldgicos con actividades antioxidantes y antimicrobianas
(Baenas et al., 2018).

Por otra parte, se han desarrollado nuevos productos con formulas
farmacéuticas para el tratamiento de condiciones inflamatorias, ya que los chiles
habaneros contienen altos niveles de capsaicinoides, carotenoides, compuestos
fendlicos, vitamina C y A, y minerales, como hierro y calcio, que tienen un potencial
de promocién para la salud humana (Baenas et al., 2018). En México, hay una
tendencia regional en cuanto a preferencias de produccién y consumo de chile
habanero, las principales zonas de produccion se ubican en los estados de Yucatan,
Campeche y Quintana Roo (Gonzalez de Peredo et al., 2020). Sin embargo, a pesar
de la importancia econdmica, social y cultural del cultivo, se han realizado pocos
esfuerzos en desarrollar variedades mejoradas de chiles habaneros para aumentar
el rendimiento y el contenido de compuestos bioactivos en los frutos (polifenoles y
carotenoides), y que ademas puedan ser cultivados en otras regiones de México y/o
en otras partes mundo (Muiioz-Ramirez et al., 2020).

Actualmente, existe un gran interés por desarrollar la explotacion comercial

de este cultivo en el noreste de México, ya que, segun el Servicio de Informacién



Agroalimentaria y Pesquera de México, de las 1134 ha sembradas en 2020, el 8%
se cultivd en los estados de Coahuila, Chihuahua, Nuevo Ledn, Tamaulipas y
Aguascalientes, con un rendimiento medio de 18 toneladas por ha (SIAP, 2020). No
obstante, la demanda creciente y las exigencias del mercado del chile habanero son

cada vez mayores (Garcia-Lopez et al., 2018).

Por lo tanto, se necesita de la creacidén de nuevas técnicas y tecnologias que
permitan incrementar los rendimientos de chile habanero por unidad de superficie
cultivada, y que ademas cumplan las expectativas tanto de productores como
consumidores, una de estas técnicas es el mejoramiento genético vegetal, método
que ha sido ampliamente utilizado desde tiempos prehispanicos para mejorar la
produccién de alimentos para la humanidad. En Capsicum, como en otras especies
horticolas, la obtencion de variedades se ha realizado generalmente a través de la
evaluacion y seleccion de genotipos promisorios dentro de las poblaciones y la
diversidad genética existente (LOpez-Espinosa et al., 2018), o bien, siguiendo los

esquemas de la mejora genética clasica e hibridacion.

En este sentido, utilizar la diversidad genética existente para la generacion
de variedades mejoradas de chile habanero que puedan adaptarse a las nuevas
condiciones agroclimaticas locales y regionales para potenciar alta productividad,
resulta de gran importancia. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
contenido de compuestos bioactivos (capsaicinoides, polifenoles y la capacidad
antioxidante) en ocho genotipos de chile habanero cultivados en el sureste de

Coahuila, México, para seleccionarlos e incluirlos en programas de mejoramiento.



Objetivo

Determinar la concentracion de capsaicinoides, polifenoles y capacidad antioxidante

en genotipos de chile habanero.

Hipotesis

Hi: Por la diversidad genética de los habaneros en estudio, existen diferencias entre
genotipos en cuanto a la concentracién de capsaicinoides, polifenoles y capacidad

antioxidante en los frutos que producen.

Ho: No existen diferencias entre los genotipos de chile habanero en cuanto a la
concentracion de capsaicinoides, polifenoles y capacidad antioxidante en los frutos

gue producen.



2. REVISION DE LITERATURA

Importancia del chile habanero

El chile es considerado como una de las hortalizas mas importantes a nivel
mundial, esto debido a su alta rentabilidad y a su versatilidad que permite elaborar
diferentes alimentos, asi como productos destinados para la industria farmacéutica
como medicamentos y pomadas; ademas gracias a su gran aporte nutritivo cada
afno la demanda por este fruto aumenta de manera considerable dependiendo de la
variedad y de la época del afio (Borges-Gomez et al., 2014). En México existen mas
de 100 variedades de chile de los cuales los mas comunes son el chile verde, el
habanero, el pimiento morrén, el jalapefio y el chile poblano, los cuales se producen
en mas de 150 mil hectareas divididas a lo largo de casi de toda la Republica, donde
estados como Chihuahua, Zacatecas, San Luis Potosi y Michoacan son los
principales productores con un total de mas de dos millones de toneladas de chile
al afio, equivalentes al 77 por ciento del volumen total a nivel nacional, mientras que

el resto se produce en Quintana Roo y Yucatan, entre otros.

Hay que sefalar que la produccion de chile en el pais es considerada una de
las actividades econOmicas primarias mas importantes, ya que cada afio su
produccion genera mas de 22 mil millones de pesos, lo cual ademas de beneficiar
la economia de los mas de 12 mil productores que hay en México, ayuda a generar
trabajo para mas de 30 millones de jornaleros los cuales se encuentran distribuidos
a lo largo de todo el territorio nacional (Soria et al., 2002). Asi mismo, debido a sus
distintas propiedades, el chile habanero es utilizado en rubros diferentes como la
gastronomia, la medicina dentro de la cual se utilizan sus componentes para fabricar
pomadas o ungientos que alivian los severos dolores causados por la artritis, dentro
de la industria quimica se utiliza para realizar la base de algunas pinturas, asi como

para fabricar algunos gases lacrimégenos (Soria et al., 2002).



Concentracion de capsaicinoides del chile habanero y su importancia

Los capsaicinoides son compuestos fendlicos, amidas derivadas de &cidos
grasos, que tienen entre nueve y 11 atomos de carbono. El 90 por ciento de este
picor esta dado principalmente por dos capsaicinoides: la capsaicina y la
dihidrocapsaicina (Aza-Gonzalez et al., 2011). Las principales diferencias entre los
varios tipos de capsaicinoides son la longitud de la cadena, la presencia o ausencia
de doble enlace, el punto de ramificacion y su picor relativo (Vazquez-Flota et al.,
2007). La principal caracteristica de los capsaicinoides es su picor. Esta propiedad
es consecuencia de la capacidad de los mamiferos para percibir la capsaicina y
otros compuestos relacionados, nombrados en conjunto vainilloides. Una de las
cuestiones importantes en el estudio de los capsaicinoides es conocer en qué parte
del fruto se producen estos compuestos (Vazquez-Flota et al., 2007).

El contenido de capsaicinoides en chile habanero depende de muchos
factores, los cuales estdn generalmente relacionados con los procesos de
biosintesis genéticamente regulados y con ciertas variables de cultivo tales como el
estado nutricional de la planta, las condiciones ambientales y el estado de desarrollo
del fruto. Uno de los principales usos de este fruto es como materia prima en la
elaboracion de salsas y otros derivados comestibles. Estos generalmente son
caracterizados por la elevada pungencia impartida por este chile. No obstante,
existe interés comercial de desarrollar tratamientos o procesos que permitan el
control del nivel de pungencia de los productos elaborados a base de este chile
(Zewdie y Bosland, 2000).

La deshidratacién osmotica consiste en la inmersion de frutas o vegetales en
disoluciones acuosas de alta concentracion de azucares o sales, en donde se
verifican tres fenomenos de transferencia de masa: el flujo de agua desde el
alimento a la disolucién, la transferencia de soluto desde la disolucién al alimento y
la transferencia de solutos del alimento hacia la disolucién (azlcares, acidos
organicos, minerales, vitaminas, entre otros) (Ochoa-Alejo, 1993). Este ultimo grupo
de compuestos que se movilizan, aunque es poco importante cuantitativamente,

5



puede modificar algunas caracteristicas organolépticas del alimento, como el color,

el olor o el sabor.

Localizacion de los capsaicinoides en el fruto de chile habanero

La pungencia es una caracteristica distintiva de los chiles y es causada por
la acumulacién de capsaicina (alcaloide) y sus analogos (Tanaka et al., 2016). Los
capsaicinoides son amidas producidas por especies de Capsicum, estos
metabolitos secundarios son responsables del sabor y el picor de los frutos, también
conocido como pungencia. Los capsaicinoides consisten en compuestos que
difieren en la estructura del resto de los acidos grasos ramificados (acilo) unidos al
anillo de benceno de vainilllamina (Aza-Gonzalez et al., 2011). Estos compuestos
son capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, y homocapsaicina,
cualquier variacion en las estructuras quimicas de los capsaicinoides, afecta el

grado y el nivel de pungencia (Wang et al. 2011).

Los capsaicinoides se sintetizan en la placenta de los frutos por una
condensacion enzimatica de vainillilamina y acidos grasos de cadena ramificada de
longitud media (Curry et al. 1999). La vainillilamina se origina a partir de la ruta
fenilpropanoide y el 4cido graso de cadena ramificada deriva del metabolismo de
los aminoacidos de cadena ramificada (Mazourek et al., 2009). La enzima clave que
conduce a la produccion de capsaicinoides es la capsaicina sintasa (CS), una
enzima aciltransferasa involucrada en la condensacion de vanililamina con el resto

de acidos grasos de cadena corta (Diaz et al., 2004; Stewart et al., 2007).

Los capsaicinoides se acumulan en las células epidérmicas de la placenta
y en los tejidos disépticos de la fruta de Capsicum (lwai et al., 1979). Estos
compuestos se transportan fuera de las células epidérmicas y se almacenan en las
vesiculas de la placenta. Las semillas no producen capsaicina (Diaz et al., 2004;
Stewart et al., 2007; Aza-Gonzalez et al., 2011). Los capsaicinoides comienzan a

acumularse cuando las frutas comienzan a madurar (Suzuki et al. 1980)



aproximadamente 20 dias después de la antesis (lwai et al., 1979). La presencia de
capsaicinoides en esos 0rganos sugiere que los capsaicinoides se translocan desde
la placenta al tejido del pericarpio a través de las paredes celulares de la capa

epidérmica de la placenta (Broderick y Cooke, 2009).

La capsaicina y dihidrocapsaicina son los dos capsaicinoides principales
que se encuentran en los chiles picantes (méas del 90% del total de capsaicinoides),
mientras que la nordihydrocapsaicina, la homodihidrocapsaicina y la
homocapsaicina estan presentes en cantidades mas bajas (Cuadro 1) (Howard y
Wildman, 2007). Los niveles de capsaicinoides totales se pueden convertir en
unidades de picor Scoville (SHU), que es una medida de la pungencia (calor picante)
de los chiles, que esta en funcidbn de la concentracion de capsaicina y
dihidrocapsaicina. La SHU se puede clasificar en: (1) no picante (0—700 SHU), (2)
levemente picante (700—-3000 SHU), (3) moderadamente picante (3000-25,000
SHU), (4) altamente picante (25,000-70,000 SHU) y (5) muy picantes (>80,000
SHU) (Zachariah y Gobinath, 2008).

Cuadro 1. Estructuras quimicas y niveles de pungencia de derivados de
capsaicinoides y capsinoidesa.

Compuesto Cantidad Unidades Estructura quimica
Relativa (SHU)
Capsaicina 69%

HO . s
15,000,000 ~g-le i

0
Dihidrocapsaicina 22% HO
15,000,000 -~ j@\JNHﬂ/\/\J\JL
0
Nordihidrocapsaicina 7% HO.
9,100,000 MDJ%/”MNH\H/W\I/
0
Homocapsaicina 1% HO. -

8,600,000 H‘O T NHM
O




Homodihidrocapsaicina 1% ;“"T
8,600,000 o

o

Es importante mencionar que en los ultimos afios, el chile habanero (C.
chinense) se ha vuelto cada vez mas importante como resultado de su amplia
diversidad y su alto contenido de compuestos antioxidantes (capsaicinoides y
compuestos fendlicos) en los frutos, con una demanda creciente en los mercados
mexicanos e internacionales. Sin embargo, la acumulacion de estos compuestos en
los frutos de chile habanero depende de factores ambientales, que incluyen el tipo
de suelo, las propiedades osmoticas y nutrimentos aplicados durante el desarrollo

del cultivo; este ultimo es el menos estudiado (Soria-Fregoso et al., 2002).

En la agricultura moderna, el nitrogeno (N) es considerado el nutriente
comunmente mas deficiente seguido del fésforo (P) (Halvin et al., 2005). En
Capsicum, la deficiencia de N afecta el rendimiento de crecimiento de la planta y la
acumulacion de metabolitos secundarios, como la capsaicina (Medina-Lara et al.,
2008). Los cambios en los niveles de metabolitos secundarios tienen un impacto en
las propiedades organolépticas y nutritivas de las plantas (Urrea-L6pez et al., 2014),
y estan implicados en la proteccion o la desintoxicacion de altos niveles de salinidad
y las condiciones de deficiencia de macronutrientes (Dixon y Paiva, 1995; Mansour,
2000).

Algunos autores mencionan que el régimen de fertilizacion afecta las
concentraciones de metabolitos secundarios como la capsaicina y compuestos
fendlicos (Bryant et al., 1987; Gerson y Kelsey 1999). Por ejemplo, en estudios
realizados por Medina-Lara et al. (2008), la fertilizacion con nitrogeno (N) en plantas
de chile habanero resultd en la produccion de frutos con mayor contenido de
capsaicina y en general mejoro la calidad de los frutos, mientras que la fertilizacion
con potasio (K) no afectd el contenido de capsaicina por encima de los valores
obtenidos en el tratamiento de control. De manera similar, el contenido de

capsaicina también se incrementé en los frutos de C. annum var. Padrén, por la



fertilizacion con 13N-40P-13K durante el periodo de crecimiento vegetativo (Estrada
et al., 1999). Johnson y Decoteau (1996), mencionaron que no observaron ningun
efecto de K sobre la pungencia en los frutos de C. annuum, lo que sugiere que K

aparentemente no interfiere en la metabolizacion de la capsaicina.

A diferencia del N, que es requerido por los aminoacidos como la
fenilalanina y la vainillilamina (principales precursores en la ruta de capsaicinas y
compuestos fenilpropanoides) que requieren de un nivel éptimo de este elemento
(N), para mejorar el rendimiento y la acumulacion de compuestos bioactivos y
nutraceuticos en los frutos de Capsicum (Mendes et al., 2016). Sin embargo, el
efecto de la nutricion mineral y las condiciones de desarrollo del cultivo, sobre el
contenido de capsaicinoides ha sido contrastante en diferentes estudios realizados.
Por ejemplo, Dzib-Echeverria y Uribe Valle (2005), encontraron que las plantas de
chile habanero cultivadas en condiciones controladas de riego y fertilizacion
(agricultura protegida), producen frutos con menor cantidad de capsaicina, en

comparacion con plantas cultivadas en condiciones mas estresantes.

Harvell y Bosland (1997), mencionaron que la expresion fenotipica de la
pungencia puede ser producida por la interacciébn de genotipo-ambiente. Urrea-
Lopez et al. (2014), al evaluar el desarrollo de plantas de chile habanero en
condiciones de salinidad (4 y 7 dS mL) con nitrégeno reducido y condiciones de
fésforo (P), los niveles de capsaicina y dihidrocapsaicina fueron mas altos para los
tratamientos de alta salinidad (179.9 mg/100 g a 7 dS m™1) y se redujeron en la
concentracion baja de P (66.4 mg /100 g). Por su parte, Borges-Gomez et al. (2008),
mencionaron que el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina no se vié afectado
en frutos de chile habanero provenientes de plantas que fueron cultivadas con
diferentes niveles nutrimentales de N, P20s y K20 (240-240-240, 120-120-120 y
000-000-000). La acumulacién de capsaicinoides también ha sido Informados en

otros generos de Capsicum bajo regimenes de fertilizacion.



Los resultados obtenidos por Johnson y Decoteau (1996), indicaron
mayores contenidos de capsaicinoides al aumentar N y K en chile jalapefio
(Capsicum annum L.). Por el contrario, Velasco-Velasco et al. (2001) mencionaron
que al incrementar el suministro de N, P y K en chile jalapefio (C. annum L.) la
produccion de capsaicina disminuyd. Aunque se han realizado estudios para
determinar el efecto de la nutricién con N, P y K en la produccién de capsaicinoides
en frutos de C. chinense (Dzib-Echeverria y Uribe Valle, 2005; Medina-Lara et al.,
2008; Urrea-Lopez et al., 2014), se recomienda continuar con estudios bioquimicos
y a nivel molecular, que evallen el efecto de la nutricion con diferentes fertilizantes
(N, Py K), con el fin comprender de mejor manera el impacto que pueden ocasionar
en la acumulacién de importantes metabolitos secundarios en los frutos de C.

chinense.

Genes involucrados en la expresion de capsaicinoides

Como se menciono anteriormente, los capsaicinoides se sintetizan a traves
de la combinacién de dos rutas biosintéticas: la ruta del fenilpropanoide y la ruta de
los acidos grasos ramificados (Aza-Gonzalez et al., 2011). La fenilalanina amoniaco-
liasa (PAL) es la primera enzima en la ruta de fenilpropanoides, en la que se forma
acido cinamico a partir de la fenilalanina 4, seguida de cinamato 4-hidroxilasa (C4H),
4-Coumarate: Coenzima A Ligase (4CL), hidroxicinil transferasa (HCT), cumarate3-
hidroxilasa (C3H), cafeina-CoA 3-O-etiltransferasa (CCoAOMT), y wuna
aminotransferasa putativa (pAMT) para formar vanililamina (Stewart et al., 2005).
En la ruta de sintesis de acidos grasos ramificados, el precursor 8-metil-6-nonenoil-
CoA se produce a través del ciclo de sintesis de acidos grasos mediante una serie

de varias reacciones enzimaticas (Suzuki et al., 1981).

Al final, la vainillilamina y 8-metil-6-nonenoil-CoA, que se producen como
dos cadenas ramificadas, que se convierten en capsaicina por acil-transferasa (AT)
(Sukrasno y Yeoman, 1993). La ruta de los acidos grasos de cadena ramificada

contribuye a la produccion del aroma de frutos de chile picante, como es el caso de
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C. chinense, particularmente por los ésteres de 4cidos grasos ramificados presentes
en las accesiones picantes que pueden reflejar la actividad a través de la rama acilo
de la ruta metabdlica que conduce a la sintesis de capsaicinoides (Wahyuni et al.
2013). La capsaicina generalmente representa alrededor del 70% del total de
capsaicinoides (Ravishankar et al., 2003). La via principal de la sintesis de
capsaicina segun Mazourek et al. (2009), incluye el metabolismo de
fenilpropanoides y bencenoides, asi como la biosintesis de acidos grasos de cadena

ramificada de mediana longitud y el metabolismo de L-valina.

Se predice que un total de 79 genes codifican enzimas involucradas en la
biosintesis de la capsaicina (Zi-Xin et al., 2016). Existen dos grupos de genes que
se agruparon y cuyos patrones de expresion se correlacionaron con la acumulaciéon
de capsaicina, estos incluyen: fenilalanina amoniaco liasa (PAL), acido 4-hidroxilasa
(C4H), Acyl-CoA sintetasa (ACS), acido O-metiltransferasa (Comt) y aciltransferasa
(AT), y se expresan especificamente en el tejido placentario (Aza-Gonzélez et al.,
2011). El locus Punl, anteriormente conocido como el locus C, codifica una
aciltransferasa AT3 putativa, cuyo estado alélico funciona como un interruptor on-
off para la pungencia en los chiles. Los cambios biologicos y morfolégicos en la
durante el desarrollo del fruto son acompafiado por diferencias en los patrones de
expresion génica (Wahyuni et al. 2013).

Los rasgos cuantitativos que controlan los procesos de desarrollo
capsaicina en los frutos de C. chinense, estan influenciados por muchos genes con
pequefios efectos. Por ejemplo, la produccion de acido cinAmico a partir de
fenilalanina es catalizada por PAL, la formacién y acumulacion de PAL estan
involucrados en la biosintesis de capsaicina, lo que sugiere que estos genes
desempeiian un papel importante en la via de sintesis de la capsaicina y contribuyen
a la acumulacion de capsaicinoides (Ochoa-Alejo y Gémez-Peralta, 1993). ACS es
la enzima que cataliza la etapa final en la ruta de los acidos grasos de cadena
ramificada, en la que se forma 8-metil6-nonenoil-CoA a partir del &cido 8-

metilpentanoico, estos genes pueden jugar un papel crucial en la regulacion de la
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sintesis de capsaicina (Thiele et al., 2008). La AT cataliza el paso final en la via
biosintética capsaicina, que es uno de los pasos mas importantes, sus niveles de
expresion pueden jugar un papel importante en la sintesis y el contenido de
capsaicina (Diaz et al., 2004).

Por otra parte, el acido ferulico como un intermediario fenilpropanoide que
se produce a partir de cafeina-CoA por la accion del enzima cafeina-CoA 3-O-
metiltransferasa (CCoAOMT) se correlaciona positivamente con la acumulacion de
capsaicina (Abraham-Juéarez et al., 2008). Numerosas enzimas estan involucradas
en la ruta de sintesis de acidos grasos ramificados, incluyendo cetoacil-ACP sintasa
I (KAS), malonil CoA-ACP transacilasa (MCAT), proteina transportadora de acilo
(ACL), cetoacil-ACP reductasa (KR), hidroxiacil-ACP deshidratasa (DH), enoil-ACP
reductasa (ENR) y tioesterasa (TE). Los estudios han demostrado que los genes de
la sintasa de acidos grasos Acll, FatA y Kas se expresan diferencialmente en las
frutas de Capsicum y los niveles de transcripcidon de los tres genes estan

correlacionados positivamente con el grado de pungencia (Nishida, 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

Material genético y produccion de plantula

Las semillas de chile habanero (con clave HNC-1, HNC-2, HNC-3, HNC-4,
HNC-5, HNC-6 y HNC-7 y HCC-8), pertenecen al germoplasma que resguarda el
Centro de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Granos y Semillas (CCDTS)
de la UAAAN (Cuadro 2). Para la siembra, las semillas se trataron con una solucién
de &cido giberélico a 250 ppm por 24 h como inductor de germinacion,
posteriormente, se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades, el
sustrato de germinacion fue peat moss y perlita en proporciéon 70:30%,

respectivamente.

Cuadro 2. Caracteristicas de los genotipos de chile habanero seleccionados para el
estudio.

Ciclo de seleccion Imagen

Genotipo  Color Origen Tipo en Coahuila
HNC-1 Naranja Yucatan Criollo 2
HNC-2 Naranja  Jaguar  Seleccion 3
HNC-3 Naranja Jaguar  Seleccion 3
HNC-4 Naranja Jaguar  Seleccion 3
HNC-5 Naranja  Yucatan Criollo 2
HNC-6 Naranja  Yucatan Criollo 2




HNC-7 Naranja Jaguar  Seleccién 3

HCC-8 Chocolate Coahuila Criollo 7

Jaguar. Variedad de polinizacion abierta con numero de registro CHL-008-101109
y Titulo de Obtentor No. 0664 del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales

Agricolas y Pecuarias (Meraz et al., 2018).

Establecimiento y manejo del cultivo

El trasplante se realiz6 el 13 de junio de 2020, y 54 dias después de la
siembra las plantulas se cultivaron en macetas con capacidad de 10 L utilizando
una mezcla de peat moss y perlita en proporcién 70:30% como sustrato. El
suministro de agua y nutrientes fue por riego localizado a cinco cm de la base del
tallo. La solucion nutritiva utilizada se muestra en el Cuadro 3 (50% a los cinco dias
después del trasplante, 75% al inicio de la floracion y 100% a la fructificacion y
llenado), el drenaje fue del 10 %.

Cuadro 3. Solucién nutritiva (SN) y porcentajes utilizados en cada una las etapas
fenoldgicas del cultivo de chile habanero bajo condiciones de invernadero.

HCOs
SO42 y
NOs H2POs - Cr CO3%> NH4* K* Mg?* Ca?* Na*
% SN Miliequivalentes L
Fructificacion-100 12 2 7 32 1 2 7 42 9 3.1
Floracion-75 9 15 525 32 1 1.5 525 315 6.75 3.1
Trasplante-50 6 1 35 32 1 1 35 21 45 31
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Andlisis fisicoquimicos de los frutos de chile habanero

De la ultima cosecha, se seleccionaron cuatro repeticiones de 50 frutos
uniformes sin defectos (sin dafios fisicos y patoldgicos) para cada una de los
genotipos (Elibox, 2015), posteriormente, se lavaron con una solucién de hipoclorito
de sodio al 3% y se secaron en un lugar fresco y ventilado (Simonovska et al., 2016).
Del total de frutos seleccionados, 25 frutos fueron utilizados para los analisis
funcionales (capsaicinoides, polifenoles y capacidad antioxidante) (Pinedo-
Guerrero et al., 2017).

Anédlisis funcionales

Los frutos de chile habanero fueron cortados en rodajas con un cuchillo y se
retiraron las semillas para determinar los compuestos bioactivos y funcionales.
Posteriormente, se colocaron en una bolsa de polietileno para hacer una mezcla
homogénea, al finalizar las muestras se almacenaron en un ultracongelador (3003

Ultrafreezer Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a -80 °C hasta su analisis.

Extraccion de capsaicinoides

El método de extraccion y cuantificacion de capsaicinoides se realizdé con
base en lo establecido por Ryu et al. (2017), para ello se pesaron 5 g de muestra de
fresca de chile (pericarpio y placenta sin semilla), enseguida se afiadieron 25 mL de
acetona y se procesaron durante 30 s en una licuadora Oster (M4655-813, Acuiia,
Coah, Mex). Enseguida, el extracto se llevd a 50 °C durante una hora en una estufa
de laboratorio (ON-12G, Jeio Tech, Korea). Después de este periodo, las muestras
se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min, el sobrenadante se recupero6 para ser

analizado.
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Cuantificacion de capsaicinay dihidrocapsaicina por HPLC

Para el andlisis por HPLC, los extractos con acetona se filtraron con un
acrodisco de 0.25 mm con un tamafo de poro de 45 um y posteriormente se
inyectaron 10 pL directamente en el sistema HPLC (Agilent Technologies 1260
Infinity), con bomba cuaternaria (Agilent 1260 G1311B) con auto-muestreador y un
detector con arreglo de diodos (DAD, Agilent 1260 G4212B). Ademas, se utilizd una
columna analitica ZORBAX Eclipse Plus C-18 (100 mm x 3 mm de i.d., 5 um). La
fase movil isocratica consistio en acetonitrilo puro (solvente A) y acido acético al 1%
en agua (solvente B), con un volumen (40:60 v/v) y un caudal de 1 mL min? a 25

°C, con un tiempo de corrida 20 min.

La absorbancia se midié a 280 nm. La cuantificacién de capsaicina (8-metil-
Nvanillil-6-nonenamida) y dihidrocapsaicina (8-metil-N- vanilliinonamida) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) se realizé con base en las curvas de calibracion
correspondiente, en concentraciones de 0, 80, 160, 240, 320 mg kg (Orellana-
Escobedo et al., 2012).

Determinacion de las unidades de Scoville

El contenido de capsaicionoides (mg kg?) se transformé a Unidades Scoville
de Picor (SHU), con base en lo establecido por Todd et al. (1977). Las
determinaciones de la pugnecencia en SHU se realizaron multiplicando los
contenidos individuales de capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) por el

valor correspondiente a la intensidad del umbral.

[(% Capsaicina x 16.1) + (% Dihidrocapsaicina x 16.1)] x 10,000 = SHU
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Extraccion de compuestos fendlicos

Los extractos se produjeron suspendiendo 5 g de muestra fresca de chile
(pericarpio y placenta sin semilla) en 50 mL de metanol al 80 %, la muestra se purgé
con flujo de argdén por 30 s y se mezclo por 45 s en una licuadora Oster (M4655-
813, Acuiia, Coah, Mex). Después, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm
durante 5 min y el sobrenadante fue recuperado y almacenado a 4 °C hasta su

analisis.

Fenoles totales

Los ensayos de fendlicos totales, flavonoides totales, taninos condensados y
de capacidad antioxidante se realizaron en un espectrofotometro Thermo
Spectronic BioMate3 (Rochester, NY, USA), de acuerdo con lo establecido por
Lépez-Contreras et al. 2015. Para la determinaciéon del contenido de fenoles, se
tomaron 0.2 mL de cada extracto y se agregaron 2.6 mL de agua destiladay 0.2 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 5 min, se agregaron 2 mL de Na2COs al
7% y la solucion se agitd durante 30 s, para luego llevar la reaccion en oscuridad
por 90 min, posteriormente se midi6 la absorbancia de las muestras a 750 nm. La
concentracion de fenoles se reportdé en miligramos equivalente de acido galico por
cien gramos de muestra (MgGAE/100 g), calculado a partir de la curva de

calibraciéon de acido gélico de 0 a 200 mg L.

Flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides se baso en la reaccion del
complejo AICIs-NaNO2-NaOH, para esto se tomaron 0.2 mL del extracto y se
agregaron 3.5 mL de agua destilada. Posteriormente, se agregaron 0.15 mL de
NaNO:2 al 5%, 0.15 mL de AIClz al 10% y 1 mL de NaOH 1 M, a intervalos de 5 min
cada uno. La reaccion se dejo durante 15 min y después se midio la absorbancia a

510 nm. El contenido total de flavonoides se informo en miligramos de equivalentes
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de (+)-catequina por cien gramos de muestra (mgCE/100 g), calculado a partir de la

curva de calibraciéon de (+)-catequina de 0 a 200 mg L.

Carotenoides totales

La concentracion de carotenoides totales se cuantificoO de acuerdo con
Segura Campos et al. (2013). Para ello, 5 g de muestra fresca de chile (pericarpio)
se homogeneizaron en 25 mL de acetona y el sobrenadante se decantd. Este
proceso se repitid hasta lograr la eliminacion completa de todos los pigmentos. La
muestra se filtré y se lavé con 30 mL de acetona, la acetona se evaporo y la muestra
seca se disolvié en 60 mL de éter de petrdleo. La solucién resultante se filtré, y
posteriormente se transfirié cuantitativamente a un matraz aforado de 100 ml y el
volumen se completd con éter de petrdleo. De esta solucion, se colocaron 2 mL en
un tubo de ensayo con 8 mL de éter de petréleo. La absorbancia se leyé a 475 nm,
y la concentracion se calcul6 con la curva de calibracion de B-caroteno de 0 a 200

mg L.

Antocianinas totales

El contenido total de antocianinas se determin6 con base en lo establecido
por Abdel-Aal y Hucl (1999). Para ello, 5 g de muestra fresca se homogeniz6 con
25 mL de etanol-HCL 1 N (85:15 v/v, pH 1, 4 °C), se purg0é por 30 s con argon y se
agitaron a 200 rpm durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 5750xg (4 °C, 15 min) y finalmente, se midieron 3.5 mL
de muestra a 535 nm. El contenido de antocianinas se inform6 como miligramos de
equivalentes de cianidina-3-glucosido (C3GE) por cien gramos de muestra
(mgC3GE/100 g) como sigue: C =(A/e)*(V/1000)*MW*(1/peso de muestra)*10°,
donde: C = concentracion en mgC3GE/L, A = absorbancia de muestra, € = absorcion
molar (mgC3GE = 26,695 1/cm 1/mol), V = volumen de muestra, MW = peso
molecular de C3G (449.2 g/mol).
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Capacidad antioxidante

DPPH

La capacidad antioxidante de DPPH (2,2-difenyl-1-pycrilhydrazyl) se evaluo
utilizando una solucion de trabajo 60 UM en metanol al 80%, con una absorbancia
ajustada a 0.98 a 517 nm. El ensayo se llevd a cabo mezclando 50 pL del extracto
con 1.5 mL de la solucion de trabajo DPPH, la reaccion se dej6é durante 30 min en

la oscuridad y se determinoé la absorbancia.

ABTS

La capacidad antioxidante de ABTS (acido 3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfénico) se llevo a cabo utilizando una solucién de trabajo obtenida mezclando 1
mL de ABTS al 7.4 mM y 1 mL de K2S20s, permitiéndoles reaccionar durante 12 h
en oscuridad. Después, la absorbancia de la solucién de trabajo se ajusté a 0.97 a
734 nm diluyendo con metanol. El ensayo ABTS se realiz6 mezclando 50 pL del
extracto con 1.5 mL de solucién de trabajo ABTS. La reaccion se dejo durante 30

min en la oscuridad y se midi6 la absorbancia.

FRAP

La capacidad antioxidante de FRAP (poder antioxidante reductor férrico) se
determind utilizando una solucion de trabajo preparando una mezcla 300
mM-C2H3NaO2-3H20 (pH 3.6), 10 mM-TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine, en HCI 40
mM) y 20 mM de FeCls-:6H20 en proporcion 10:1:1 (V:V:V). El ensayo FRAP se
preparé mezclando 50 L del extracto con 1.5 mL de solucion de trabajo FRAP, la
reaccion se dejoé durante 30 min en la oscuridad a 37 °C y la absorbancia de las
muestras se tomoé a 593 nm. La capacidad antioxidante para los ensayos DPPH,
ABTS y FRAP se reportaron en micromoles de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico acido) equivalente por cien gramos de muestra
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(umoITE/100 g), con base a la curva de calibracion con Trolox en concentraciones
de 0 a 500 pmol/L.

Disefio experimental y analisis estadistico

El arreglo experimental fue completamente aleatorizado con ocho
tratamientos y cuatro repeticiones. La diferencia estadistica entre genotipos se
analizé mediante un analisis de varianza (ANOVA), y las medias se compard n con
la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS version 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los resultados se informaron como valores medios

de cuatro muestras * desviacion estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de capsaicinoides

Los resultados obtenidos del andlisis del contenido de capsaicinoides en los
frutos mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre genotipos (Figura 1). La
concentracion de capsaicinoides oscilo entre 595.48 y 959.77 mg kg (Figura 1A).
El contenido mas alto se obtuvo en HNC-6 (959.77 mg kg), seguido de HNC-5
(931.38 mg kg?), mientras que HCC-8 se presenté la menor concentracion (595.48
mg kgt). La misma tendencia se present6 en el contenido de dihidrocapsaicina, los
genotipos con mayor concentracién fueron HNC-6 y HNC-5 con 445.89y 434.95 mg
kg!, respectivamente (Figura 1B). El andlisis cuantitativo de capsaicinoides por
HPLC permitié identificar que el mayor contenido de capsaicinoides totales se
obtuvo en los genotipos HNC-6 (1405.67 mg kg) y HNC-5 (1366.34 mg kg?), lo que
resultd en los mayores niveles de SHU con 226,631 y 219,981, respectivamente
(Figura1 CyD).
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Figura 1. Contenido de capsaicina (A), dihidrocapsaicina (B), capsaicinoides totales
(C) y Scoville Heat Units SHU (D) en frutos de ocho genotipos de chile habanero
cultivados en el sureste de Coahuila. Los valores son el promedio de cuatro
repeticiones. Medias (n = 4).

El contenido de capsaicinoides totales fue mas elevado que el reportado por
Butcher et al. (2012) y Garcia-Lopez et al. (2019), quienes informaron que las
concentraciones de capsaicinoides totales en genotipos de chile habanero
fluctuaban entre 757.69 y 952.15 mg kg. La pungencia es un atributo excepcional
que distingue al chile habanero de otras especies vegetales, esta caracteristica
permite que se utilice habitualmente en diferentes culturas, gastronomias y
procesos industriales, 1o que ha generado una demanda creciente en los mercados
mexicanos e internacionales (Garcia-Loépez et al.,, 2019). Sin embargo, la
acumulacion de capsaicinoides totales en los frutos estd determinada por el
genotipo y el ambiente de crecimiento (Canto-Flick et al., 2008; Pérez-Ambrocio et
al., 2018).

Comunmente, se utiliza la escala SHU para determinar el picor de los
pimientos, el cual depende de la concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina
(Orellana-Escobedo et al., 2013). El SHU se puede clasificar como (1) no picante
(0-700 SHU), (2) ligeramente picante (700-3,000 SHU), (3) moderadamente picante
(3,000-25,000 SHU), (4) muy picante (25.000-70,000 SHU) y (5) extremadamente
picante (>80,000 SHU) (Weiss, 2002). Con base en los resultados obtenidos, los
frutos de chile habanero de los genotipos en estudio se clasifican como frutas muy

picantes, ya que la mayoria supera las 150,000 SHU.

La determinacion del contenido de capsaicinoides en los frutos de chile
habanero mediante HPLC, se baso6 en el periodo de retencién y en el tamafio del
pico de cada capsaicinoide presente, que se identificod por el espectro de absorcion
y la comparacion con los periodos de retencion de los estandares comerciales para
cada compuesto (Canto-Flick et al., 2008; Garcia-Lopez et al., 2019). Los

cromatogramas obtenidos mostraron dos picos principales, identificados como
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capsaicina y dihidrocapsaicina, que registraron una diferencia de 3.25 min entre los
periodos de retencion de la capsaicina (6.24 min) y la dihidrocapsaicina (9.49 min)
(Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma de capsaicina y dihidrocapsaicina en frutos de chile
habanero cultivados en el sureste de Coahuila.

Contenido de polifenoles y carotenoides

Los resultados indicaron diferencias significativas (p<0.05) entre genotipos
en el contenido de polifenoles totales (fenoles, flavonoides y antocianinas) y
carotenoides en los frutos (Figura 3). Los genotipos HNC-5 y HNC-6, presentaron
los niveles mas altos de fenoles totales (67.54 y 71.15 mgGAE/100 g,
respectivamente) y flavonoides totales (34.21 y 38.29 mgCE/100 g,
respectivamente), mientras que las concentraciones mas bajas se obtuvieron en
HNC-2 con 34.87 mgGAE/100 g y 11.40 mgCE/100 g, respectivamente (Figura 3A
y B). Los valores obtenidos para la mayoria de las muestras estan de acuerdo con
los resultados reportados por Igbal et al. (2013-2016), quienes evaluaron genotipos
de chiles picantes cultivados en Instituto de Ciencias Horticolas (Universidad de
Agricultura, Faisalabad, Pakistan) e informaron valores en un rango de 11.90 a
67.90 mg/100 g.
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El contenido de polifenoles en los frutos varia ampliamente durante el
crecimiento y maduracion, ademas, determinan la acritud de la fruta, amargura,
sabor y color (Campos et al., 2013). En este estudio, los genotipos de colores mas
intensos (HNC-6 y HCC-8) presentaron el mayor contenido de polifenoles
(flavonoides y antocianinas), lo que concuerda con informes previos que registraron
un alto contenido de fenoles en genotipos de C. chinense con frutos de color

naranja-marron y deep red (Castro-Concha et al., 2014; Ribes-Moya et al., 2018).
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Figura 3. Contenido de fenoles totales (A), flavonoides totales (B), carotenoides
totales (C) y antocianinas totales (D) en frutos de ocho genotipos de chile habanero
cultivados en el sureste de Coahuila. Los valores son el promedio de cuatro
repeticiones. Medias (n = 4).

El contenido de carotenoides vario de 68.27 a 105.07 mg/100 g. Entre los
niveles mas altos de carotenoides se identificaron a los genotipos HNC-1 y HNC-6
con 103.96 y 105.07 mg/100 g, mientras que las concentraciones mas bajas se
registraron en HNC-4 y HNC-7 (69.02 y 68.27 mg/100 g, respectivamente). Los
resultados de esta investigacion, concuerdan con los valores promedios (34.97 a

118.22 mg/100 g) que se han informado en diferentes genotipos de chiles picantes
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(Igbal et al., 2016), con pigmentaciones del fruto que van del amarillo, naranja, rojo

y/o rojo oscuro.

Especificamente, el chile rojo es Unico por su alto contenido y compaosicion
en xantofilas, principalmente esta constituido por carotenoides amarillos entre los
que destacan el B-caroteno, violaxantina, antheraxantina, zeaxantina y los
cetocarotenoides de color rojo intenso caracteristicos, que son capsantina,
capsorrubina y capsantina-5,6-epéxido, ademas de antocianinas (Arnnok et al.,
2012). En los chiles de amarrillo/naranja, los principales carotenoides incluyen
luteina, B-caroteno, violaxantina, antheraxantina, zeaxantina y [-criptoxantina
(Rodriguez-Uribe et al., 2014; Gémez-Garcia et al., 2013).

Los carotenoides y/o polifenoles son considerados los antioxidantes mas
importantes del chile, ya que actian sinérgicamente como captadores de radicales
libres, al donar &tomos de hidrogeno para formar radicales relativamente estables
(Chavez-Mendoza et al., 2015), lo que permite prevenir el dafio oxidativo. El
contenido de antocianinas en los frutos de chile presentd un rango de 4.95 a 22.08
mgC3GE/100 g. El mayor contenido de antocianinas se registré en el genotipo HCC-
8 (22.08 mgC3GE/100 g), seguido de HNC-6 y HNC-1 (12.91y 12.35 mgC3GE/100
g), mientras que la concentracién mas baja se obtuvo en HNC-7 (4.95 mgC3GE/100
g). Los resultados fueron similares a la concentracion promedio (3.20 a 27.8 mg/100
g) reportada en diferentes genotipos de chile con frutos de color amarillo, naranja 'y
rojo (Arnnok et al., 2012; Padilha et al., 2015).

En algunas especies de chiles picantes, el color purpura lo proporciona la
acumulacién de antocianinas (Turturica et al., 2015), las cuales son benéficas para
la salud humana, debido a sus propiedades antioxidantes que potencialmente
podrian prevenir enfermedades nocivas como el cancer, problemas
cardiovasculares e incluso neurodegenerativos (Genskowsky et al., 2016). Ademas,
las antocianinas extraidas de semillas y frutos se han utilizado como aditivos

alimentarios, principalmente en la produccion de mermeladas, dulces y bebidas de
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color violeta, estas aplicaciones en la industria alimentaria, ha despertado gran
interés en la exploracion de frutos con alta concentracion de colorantes alimentarios
naturales como la antocianina como una alternativa prometedora a los sintéticos

tintes alimentarios (Khoo et al., 2017).

En este sentido, el aumento del contenido de antocianinas en los frutos de
chile habanero podria mejorar la calidad nutracéutica y, por lo tanto, aumentar el
valor del producto. Por otra parte, la concentracion de antocianinas determina la
calidad poscosecha de algunas flores, frutas y hortalizas, por lo que los mejoradores
de plantas han centrado sus esfuerzos en generar cultivos ricos en antocianinas

para el mercado (Tanaka y Ohmiya, 2008).

Capacidad antioxidante

Los resultados indican que las capacidades antioxidantes de los frutos
mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre genotipos (Figura 4), con un
rango de 43.22 a 110.39 umolTE/100 g, 72.37 a 186.56 umoITE/100 gy 191.41 a
244.98 pmolTE/100 g para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente
(Figura 4). Independientemente del ensayo, los genotipos HNC-6, HNC-5 y HCC-8
presentaron los niveles mas altos de capacidad antioxidante, mientras que HNC-1,
HNC-2 y HCC-7 presentaron los valores mas bajos. Las correlaciones significativas
entre el contenido fenoles totales (r= 0.94, 0.95 y r = 0.88, respectivamente),
flavonoides totales (r = 0.93, 0.94 y r = 0.89, respectivamente) y la capacidad
antioxidante medida por DPPH, ABTS y FRAP, sugieren que los valores de
compuestos fendlicos mas altos en HNC-6, HNC-5 y HCC-8 esta relacionados con

una mayor capacidad antioxidante.
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Figura 4. Capacidad antioxidante de DPPH (A), ABTS (B) y FRAP (C) en frutos de
ocho genotipos de chile habanero cultivados en el sureste de Coahuila. Los valores
son el promedio de cuatro repeticiones. Medias (n = 4).

Estudios previos, han documentado que existe una fuerte correlacion entre
el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante, lo que podria deberse al
alto contenido de compuestos de tipo flavonoide que contribuyen a la actividad
antioxidante en diferentes especies de chiles (Bhandari et al., 2016; Garcia-L6pez
et al.,, 2019; Oney-Montalvo et al., 2020). Por lo tanto, los resultados de esta
investigacion respaldan que la actividad antioxidante esta fuertemente influenciada

por la concentracion de polifenoles en los frutos de chile habanero evaluados.
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5. CONCLUSIONES

En cuanto al contenido de fitoquimicos en los frutos, se confirmd que existe una

variabilidad entre genotipos.

En relacién al contenido de capsaicinoides, fenoles totales, flavonoides totales y
antocianinas totales y la capacidad antioxidante, los genotipos HNC-5, HNC-6 y

HCC-8 presentaron los niveles mas elevados.

Por lo anterior, las lineas experimentales que destacaron en cuanto al desempefio
agronomico (HNC-2, HNC-3, HNC-6 y HNC-7) y el contenido de compuestos
bioactivos en los frutos (HNC-5, HNC-6 y HCC-8), se continuaran trabajando como
base del Programa de Mejoramiento del CCDTS, con la finalidad de generar
genotipos con alto potencial productivo que puedan ser utilizados en la industria

agroalimentaria de la region sureste de Coahuila.
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