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La presente investigacion se llevo a cabo durante el afio 2012 con el objetivo de
evaluar los efectos de P-Ca en el fenotipo y en la calidad de frutos en chile
jalapefio hibrido Grande cultivado bajo condiciones de invernadero. Cuando las
plantas alcanzaron 10 hojas verdaderas se realizo la primera aplicacion de P-
Ca en forma foliar. Los tratamientos fueron 0, 100, 200 y 300 mg-litro! de P-Ca;
y 15 dias después, se realizdé una segunda aplicacion con las mismas dosis del
retardante. Cada tratamiento se combiné con el surfactante liquido éter-
nonifenol-polietilenglicol a una dosis de 1ml-litro! Las variables evaluadas
fueron: Tasa de crecimiento de altura y diametro de tallo; nimero de frutos y
rendimiento por planta; se determind el contenido de capsaicina, carotenoides,
vitamina C y la actividad enzimatica. Los resultados sefialan que el P-Ca reduce
significativamente la altura y diametro final de tallo central de las plantas; asi
como el rendimiento. ElI P-Ca produjo frutos con incrementos significativos en
capsaicina, carotenoides, vitamina C y actividad de catalasa y peroxidasa. Se
considera que P-Ca tiene potencial para mejorar la calidad de chile jalapefio

hibrido Grande.



ABSTRACT
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The present investigation was conducted in 2012 to evaluate the effects of P-Ca
on the phenotype and fruit quality on jalapefio pepper hybrid Grande. When
seedlings had reached 10 true leaves, a first P-Ca foliar application was done.
The treatments with P-Ca were 0, 100, 200 and 300 mg-litro’!; and 15 days later,
a second P-Ca application was conducted at the same dosages. Each treatment
was combined with the surfactant nonyl phenol polyethylene glycol ether at a
dose of 1 ml-liter!. The variables evaluated were: growth rate of height and
stem diameter, number of fruits and yield per plant, content of capsaicin,
carotenoids, vitamin C and the enzyme activity. The results show that P-Ca
reduces final height and diameter of main stem; as well as yield. The P-Ca
provoqued fruits with significative increases in capsaicine, carotenoids, vitamin
C and activity in catalase and peroxidase. It is concluded that P-Ca has a

potential to improve fruit quality in jalapefio pepper hybrid Grande.

Xi



INTRODUCCION

La recomendacion médica al consumo de frutas y hortalizas en la dieta
alimenticia diaria se multiplica hoy en dia exponencialmente y es un tema de
gran importancia dentro de la calidad de vida y salud humana (Mc Cormick,
2012). La ciencia horticola moderna investiga alternativas fisioldgicas que
permitan mejorar la produccién y calidad de cultivos; en particular, en su
contenido de minerales y antioxidantes por su aporte a la dieta y salud (Hewett
et al., 2012). Segun la OMS, uno de los principales factores de riesgo de cancer
y enfermedades cardiovasculares es la dieta malsana (OMS, 2013). El cuerpo
humano mediante su funcionamiento metabdlico normal genera Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), las cuales al encontrarse
en exceso pueden causar dafios a macromoléculas biolégicas como ADN,
lipidos, carbohidratos y proteinas (Gomes et al., 2010). Estos dafios se han
asociado al desarrollo de padecimientos como cancer, enfermedades
cardiovasculares, visuales y desordenes inmune y neurodegenerativos (Quiles
et al., 2006). Los antioxidantes presentes en frutas y verduras protegen la salud
del cuerpo disminuyendo los efectos de ROS (Isabelle et al., 2010), mediante la
prevencion del ataque de los radicales libres a las macromoléculas ya que
tienen capacidad preferencial de oxidacion. Estos compuestos antioxidantes

pueden inhibir o retardar la oxidacién de dos formas: captando radicales libres



(primarios) o por mecanismos gue no estén relacionados con la captacion de
radicales libres (secundarios) (Floegel et al., 2011). Entre los compuestos que
pueden actuar como antioxidantes se encuentran vitaminas C y E,
carotenoides, antocianinas, flavonoides y otros compuestos fendlicos (Lako et
al., 2007; Contreras et al., 2011).

Una de las especies de mayor riqueza y biodiversidad en México es el chile
(Capsicum annuum) (Hermosillo et al., 2008). El género Capsicum tiene gran
importancia econdmica nacional y mundial (Aktas et al., 2009). Esta especie es
cultivado para su consumo en fresco, seco y en productos procesados. 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
(Vazquez et al., 2007; Rosa et al., 2002; Diaz et al., 2004). Contiene ademas,
otros compuestos antioxidantes como la vitamina C, carotenoides y flavonoides
los cuales se encuentran en el pericarpio del fruto.

Actualmente, a pesar de utilizarse sistemas altamente tecnificados para la
produccion de esta especie, la demanda del mercado exige mayor produccién y
de mejor calidad que influya sobre la salud alimentaria.

Los biorreguladores son sustancias que ofrecen una magnifica oportunidad
para mejorar los sistemas de produccion horticola ademés de estar en armonia
con el ambiente. Estas moléculas modifican temporalmente la accion génica de
acuerdo a las necesidades del mercado (Ramirez et al., 2010). La prohexadiona
de calcio es un biorregulador que no causa efectos adversos en la salud
humana. Esta hormona reduce el crecimiento vegetativo via bloqueo de la

biosintesis de giberelinas biolégicamente activas en plantas en cultivos como
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manzano y tomate (Ramirez et al., 2005). El conocimiento sobre la influencia de
P-Ca en la fisiologia vegetal de varios cultivos horticolas permite considerar a
este retardante de crecimiento como un biorregulador que puede contribuir a
controlar el crecimiento vegetativo-reproductivo de especies como tomate y
chile (Costa et al., 2004; Ramirez et al., 2005) y a mejorar la calidad de la fruta
al aumentar los niveles de antioxidantes como capasaicina, vitamina C y
licopeno (Ramirez et al., 2010).

Por lo tanto, ante la necesidad de producir frutas y hortalizas con un alto

contenido de antioxidantes se plantearon los siguientes objetivos.

OBJETIVO
Evaluar la influencia de prohexadiona de calcio en chile jalapefio sobre:
La tasa de crecimiento en altura y didametro de tallo, rendimiento, contenido de
los antioxidantes: Capsaicina, vitamina C y carotenoides; y actividad de

catalasa y peroxidasa.

HIPOTESIS
Prohexadiona de calcio modifica el fenotipo y bioquimica del fruto de chile

jalapefio hibrido Grande.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de chile jalapefio

Dentro de la gran variedad de tipos de chile que se cultivan en México, el
jalapefio es uno de los de mayor importancia econdmica por su amplio
consumo, alta redituabilidad y gran demanda de mano de obra (Macias et al.,
2012). En México, la superficie cosechada es de 143,975 hectareas con un
rendimiento promedio de 16.2 t ha (SIAP, 2012). El consumo per capita fluctta
entre 13-16 kg por afio de chile jalapefio, siendo muy apreciado por su sabor
caracteristico conferido por los metabolitos que contiene, segun lo describe
Somos (1984), quien divide en dos grupos a los componentes principales que
determinan el valor nutrimental del chile: El primero, fija el valor bioldgico, sabor
especifico, color y su uso como condimento. A este grupo pertenecen las
vitaminas, los capsaicinoides, los flavonoides, los carotenos y varios aceites
volétiles. El segundo enmarca a los azucares, la fibra, las proteinas, los
minerales y cierto tipo de acidos organicos. Lo anterior ha sido constatado por
Nuez et al. (2003).

La superficie mundial sembrada de chile asciende a 1.8 millones de hectareas,
con una produccion de 26 millones de toneladas. Después de China, México es

el segundo productor a escala mundial. De acuerdo a la produccion obtenida en
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toneladas, les siguen Indonesia, Turquia, Estados Unidos y Espafa (FAOSTAT,
2012). Los principales estados productores de México estan en el norte, entre
Chihuahua, y Zacatecas mientras que en menor medida estan Durango y
Coahuila, que incluyen la Comarca Lagunera. En esta region, el cultivo de chile
tiene gran importancia en la economia, especialmente el chile jalapefio, ya que
es uno de los principales cultivos horticolas que se siembra en la region
después de la sandia, tomate y melon durante el ciclo primavera—verano. A
nivel internacional México no es el productor mas importante. Lo anterior refleja
poca tecnologia en algunas regiones del pais como la falta de calidad en
semilla y en el control de plagas, resultando con un producto de baja
expectativa para los mercados mas exigentes.

Recientemente se han encontrado sustancias que impactan directamente sobre
las caracteristicas que busca el consumidor, de estas resaltan los
biorreguladores del crecimiento, que modifican temporalmente a nivel génico el
fenotipo de los cultivos incrementado el rendimiento y la calidad de la fruta

(Ramirez et al., 2009).

Biorreguladores

Los biorreguladores acttan modificando el crecimiento y desarrollo de las
plantas a través de su accion sobre vias y procesos fisiologicos y bioquimicos
especificos (Weaver, 1996; Jankiewicz, 2003). En la actualidad, las hormonas
vegetales o biorreguladores ofrecen una magnifica oportunidad para mejorar los

sistemas de produccion horticola. Estas substancias son Unicas en su
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caracteristica de ser absorbidas por el tejido vegetal y transportadas a un sitio
de reaccién antes de inducir un efecto deseado (Ramirez et al., 2010). El medio
ambiente juega también un papel muy importante ya que puede modificar la
accion de las mismas. Normalmente sus efectos estan regulados por los
mecanismos internos que tienen las plantas. Estas hormonas son sintetizados
dentro de la célula en organelos como los cloroplastos y se translocan a otras

regiones de la planta en donde ejercen su accion fisidlogica (Yafiez, 2002).

Retardantes de crecimiento

La aplicacion de retardantes de crecimiento representa una herramienta de
mucha utilidad en el manejo agronémico, mas aun si se considera aumentar la
densidad de poblacibn a fin de lograr mayores rendimientos en menor
superficie y con minimo efecto sobre el ambiente (Afiez y Espafia 2011).

Los retardantes de crecimiento actian inhibiendo o promoviendo ciertos
procesos en biosintesis, transporte, percepcidon o transduccion de sefales
relacionados con hormonas vegetales (Weaver, 1996; Jankiewicz, 2003). Estas
substancias reducen la division y elongacion celular de los apices, regulando de
esta forma la altura de las plantas de manera fisiol6gica, sin provocar
malformaciones en las hojas o los tallos (Rademacher, 2000).Existen productos
gue inhiben la biosintesis de giberelinas, tales como daminozida, clormequat y
paclobutrazol (Rademacher et al., 1998). Con el uso de esas substancias, se ha
demostrado que reducen la elongacion del tallo y promueven la floracion en

manzano (Rademacher, 2000). Sin embargo, Owens y Stover (1999), refieren
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gue estos compuestos tienen la desventaja de su persistencia en el arbol y de
producir efectos téxicos en humanos, caracteristicas que prohiben en la
actualidad su uso en frutales y otros cultivos horticolas. La utilizacion de
retardantes de crecimiento favorece el cuajado de frutos, debido a que inhiben
la biosintesis de giberelinas. Los retardantes se deben aplicar a las hojas
cuando se busca un retraso en el crecimiento de otras partes de la planta y de
esta forma quedan asimilados para ser utilizados por las flores (Rademacher,
2004). Recientemente, se ha reportado a la Prohexadiona-Ca (P-Ca) como un
retardante de crecimiento (Costa et al., 2004). Su mecanismo de accion aun no
es definido totalmente desde el punto de vista hormonal endégeno (Evans et al.,

1997).

Prohexadiona de Calcio

La prohexadiona de calcio; Ca-(3-oxido-4-propionil-5-ox0-3 ciclo hexano
carboxilato) es un retardante del crecimiento con baja toxicidad y limitada
persistencia en el tejido vegetal (Rademacher, 2000). Evans et al., (1999),
reportaron que P-Ca tiende a aumentar los niveles de citocininas en tejidos
como meristemos apicales y semillas inmaduras. Este efecto ha sido
relacionado con el estimulo en la formacion de flores y consecuentemente el
rendimiento en diversas especies horticolas (Treutter et al., 2010; Ramirez et
al., 2009; Ramirez et al., 2010). Los principales efectos de P-Ca en manzano
son: a) reduccion en la tasa decrecimiento de los brotes tiernos; b) retraso en

las etapas de senescencia y maduracion del fruto; c) incremento en el
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porcentaje de amarre del fruto y d) reduccién en la incidencia de la mancha del
fuego producida por el hongo Erwinia amylovora (Kiessling et al., 2007). El
conocimiento sobre la influencia de P-Ca en la fisiologia vegetal de varios
cultivos horticolas, permite considerar a este redardante de crecimiento como
un biorregulador que puede contribuir a controlar el crecimiento vegetativo y

reproductivo de varias especies horticolas (Ramirez et al., 2010).

Modo de accién de Prohexadiona de Calcio

La P-Ca inhibe la biosintesis de las giberelinas A1, As y A7 y consecuentemente
reduce el crecimiento longitudinal de meristemos (Rademacher, 2004; Ramirez
et al., 2005). La estructura de P-Ca es similar a la del &cido 2-oxoglutarico que
es un co-substrato de dioxidasas catalizando hidroxilaciones involucradas en
reacciones quimicas de la biosintesis de giberelinas. El primer sitio de accion de
la P-Ca parece ser la 3-B-hidroxilacion, entre la reaccién que estimula la
formacion de AGi como consecuencia, esta aplicacion reduce los niveles de
giberelinas activas y causa la acumulacion de su inmediato precursor AGzo
inactiva (Evans et al., 1999). Con relacion a la dioxigenasa involucrada en el
metabolismo de flavonoides, prohexadiona-ca es capaz de alterar el
metabolismo de flavonoides, dando como resultado que las plantas tratadas
sean capaces de volver a dirigir la acumulacibn de metabolitos hacia
deoxiflavonoides inusuales que muestran propiedades similares a las
fitoalexinas contra varios patdogenos de plantas (Fisher et al., 2006). El

mecanismo de accion de P-Ca no se limita a una redireccion de la via de
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biosintesis natural que conduzca a la formacion de flavanonas y active una via
alternativa para la produccion de las deoxicatequinas. Esta perturbacion
aumenta la transcripcion de la enzima fenilamonioliasa (PAL), punto clave en la

formacién de los metabolitos secundarios (Puhl et al., 2008).

Metabolismo de P-Ca

La P-Ca en las plantas, se degrada en pocas semanas. Después de la
asimilacion y del partimiento de su anillo, ocurre naturalmente el acido propano
1, 2, 3-tricarboxilico (acido tricarbarilico), el cual es introducido al metabolismo
de la planta (Evans et al., 1999). En los suelos, el P-Ca se descompone
principalmente en dioxido de carbono, con una media de vida de 7 dias. En
agua, el P-Ca se degrada por fotdlisis a didéxido de carbono y otros productos
naturales. En mamiferos, P-Ca es rapidamente absorbido y después excretado

(Evans et al., 1999).

Propiedades ecotoxicoldgicas

La prohexadiona de calcio no es mutagénico, carcinogénico o teratogénico. P-

Ca no tiene efectos negativos en pajaros, peces, abejas o en los

microrganismos del suelo (Evans et al., 1999).



Absorcion y translocacion de P-Ca

La P-Ca es absorbida por el follaje. Para una maxima absorcion requiere un
minimo de 8 horas, y es transportado acropétalamente a los puntos individuales
de crecimiento (meristemos). Los movimientos basipétalos son minimos. P-Ca
no persiste en la planta (Evans et al., 1999). Las propiedades conocidas
actualmente de P-Ca, la ubican como un biorregulador joven de uso prometedor
en la produccion horticola; por lo tanto, es necesario continuar evaluandolo y en

forma simultanea investigar sobre su posible mecanismo de accién.

Antioxidantes

En el mundo existe una tendencia hacia un mayor consumo de frutas y
hortalizas, motivado por una creciente preocupacion hacia una dieta mas
equilibrada y una mayor conciencia de la importancia de los habitos
nutricionales humanos en los problemas de salud y longevidad de las
comunidades (Herrera et al., 2009). En la actualidad, varios alimentos
consumidos por el hombre, mayoritariamente contienen antioxidantes sintéticos.
Esto demanda buscar alternativas de antioxidantes naturales (Monroy et al.,
2007). Para ello, una de las cualidades beneficiosas cada vez mas valorada en
las frutas y las hortalizas por los consumidores es su actividad o propiedades
antioxidantes. Generalmente, un antioxidante se puede definir como aquella
sustancia natural o artificial con capacidad para neutralizar y proteger a un

sistemas bioldgico frente a radicales libres, tales como los radicales de oxigeno,
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los de nitrégeno y los radicales lipidicos (Prior y Cao, 2000; Rosa et al., 2002;
Arnao y Cano, 2004). Los frutos de chiles son una buena fuente de
antioxidantes como flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides, vitamina A,
acido ascorbico entre otros, y de otros componentes capsaicinoides entre los
que destacan la capsaicina, dihydrocapsaicina y analogos (Rosa et al., 2002).
Los antioxidantes pueden actuar en los alimentos a través de diferentes
mecanismos: Atrapan los radicales libres que inducen reacciones de iniciacion
de oxidacion; inactivan iones metalicos; eliminan las especies reactivas de
oxigeno como radicales libres; rompen la cadena de reacciones de iniciacion y
reducen los peréxidos para prevenir la formacién de radicales libres (Eskin y

Robinson, 2001).

Capsaicina

Los chiles producen y acumulan compuestos conocidos como capsaicinoides
los cuales son los responsables del sabor picante caracteristico de estos frutos
(Aza-Gonzalez et al., 2011). La capsaicina (Vanilllamida de 8-metil-trans-6-
enoico) es el compuesto mas abundante en el fruto de chile con un rango de 50
a 70% del total de los capsaicinoides presentes. Es una sustancia de naturaleza
alcaloide, mas concretamente se trata de un protoalcaloide (Alvarado et al.,
2006; Prasad et al.,, 2006). 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. Se conoce

gue la capsaicina es sintetizada a través de una ruta mixta: a partir del acido
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shiquimico y el aminoacido valina y otra parte de la cadena a través de la via de
la sintesis de &cidos grasos (Diaz et al., 2004; Vazquez-Flota et al., 2007). 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 las semillas 0.7 % y en el pericarpio 0.03 % (Estrada et al.,
2001). Tiene amplias aplicaciones en los alimentos, medicinas y productos
farmacéuticos. La aplicacion de capsaicinoides en la medicina humana atribuye
a su funcion antioxidante, anticancerigeno, antiartritico, y propiedades
analgésicos (Prasad et al., 2006). El contenido de capsaicina depende de la
variedad de chile, la edad del fruto y de factores ambientales (Cazares-Sanchez
et al.,, 2005; Sanatombi y Sharma, 2008; Moran- Bafuelos et al., 2008). La
formacién de capsaicina es mayor a temperaturas de 30 °C (Diaz et al., 2004;

Vazquez-Flota et al., 2007).

Vitamina C

El acido L-ascodrbico es un compuesto abundante en los tejidos verdes, el cual
depura al peroxido 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). Los chiles tienen mayor contenido de
vitamina C que otras hortalizas y frutas reconocidas como fuentes de esta
vitamina (Padayatt et al., 2001). Ademas, contiene cantidades significativas de
sales minerales, Ca, P, Fe, Na, K, Mg, y sustancias proteicas (Eugen et al.,

2008). En afos recientes, ha sido considerado indispensable para el humano
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por su caracteristica de proteccion en aspectos clinicos como la prevencion de
cancer y otras enfermedades (Cruz-Pérez et al.,, 2007). Lo anterior es
interesante debido a que la vitamina C seria un factor preventivo del cancer por
su capacidad de inhibir la sintesis de compuestos N-nitrosos en el estbmago y
estimular el sistema inmune (Byers y Perry, 1992). Las variaciones en los
niveles de vitaminas se han atribuido a diferencias en cultivares, madurez del
fruto, manejo agronémico de la planta y factores climaticos; incluso hay

diferencias debidas al método analitico utilizado (Padayatt et al., 2001).

Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales de color amarillo a rojo
producidos por los organismos autétrofos (Farré et al.,, 2010). Para el ser
humano, estos pigmentos tienen aplicaciones importantes en la industria
alimentaria y a nivel de salud (HarvestPlus, 2006). Estos son ampliamente
utilizados como colorantes para alimentos, obteniéndose colores amarillo,
anaranjado y rojo. A nivel de salud, el a y B-caroteno se utilizan como fuente de
vitamina A, ademas ayudan a prevenir distintas enfermedades (Deming et al.,
2002). Sin embargo, el ser humano no tiene la capacidad de sintetizar
carotenoides, por tanto, la presencia de ellos en el organismo depende de la
ingesta de alimentos con alto contenido de éstos (Rodriguez-Amaya y Kimura,
2004).

El consumo de una dieta abundante en carotenoides se puede correlacionar

epidemiologicamente con un riesgo menor de padecer diversas enfermedades
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cardiovasculares, del cancer de prostata y el tracto gastrointestinal, por que
previenen la propagacion de reacciones de oxidacion asociadas a estas
enfermedades (Vitale et al., 2010). Entre las actividades biolégicas que se le
atribuyen a los carotenoides se encuentran su accién antioxidante,
diferenciacion celular, comunicacion intercelular, inhibicibn de mutagénesis e
intervencion en la respuesta inmune (Deming et al., 2002; Fernandez-Garcia et
al., 2012). Esto aunado a la distribucion preferencial a determinados tejidos,
permite el planteamiento de mecanismos biolégicos por los cuales estos
compuestos pueden disminuir el riesgo de enfermedades crénicas (Begofia et
al., 2001; Van Breda et al., 2005; Paloza et al., 2001).

Uno de los carotenoides de importancia en el chile es el B-caroteno, una
caracteristica importante de su molécula es el sistema de dobles enlaces
conjugados, responsables de la reactividad quimica, de la intensa absorcién en
la region visible, base para su identificacion y cuantificacién, dando como
resultado colores como el amarillo, naranja y rojo. Su molécula es una
estructura doble de retinol por lo que deberia de dar lugar a dos moléculas de
retinol (Rodriguez 2001), sin embargo, la disparidad entre su estructura quimica
y su actividad biolégica se debe, en parte, a la absorcion incompleta y a la falta
de estequiometria de la reaccién, debido a la formacion de metabolitos
oxidados de retinol. Asi, por ejemplo, se considera que 2 mg de 3-caroteno en

solucién oleosa equivalen a 1 mg de retinol.
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Actividad Enzimatica

Las enzimas antioxidantes son el principal sistema de defensa frente al dafio
oxidativo y se encarga de eliminar las especies reactivas de oxigeno,
especialmente el radical superoxido y el peroxido de hidrogeno, para evitar que,
apartir de estos, se generen otras especies mas reactivas y peligrosas como el
radical hidroxilo, el oxigeno singlete y el peroxinitrilo.

La catalasa es una enzima hemoproteica que cataliza la dismutacion del
peréxido de hidrégeno rompiéndolo directamente hasta oxigeno molecular y en
agua, en ausencia de un sustrato adicional (Mathews et al., 2002)

2 H202 — 2H20+02

Esta enzima es un antioxidante fundamental y escencial, y al parecer no solo
toma papel en la degradacion de H202 endbégeno peroxisomal, si no tambien
extraperoxisomal (Wanders et al., 2006; Shimozawa, 2007). Esta enzima puede
distribuirse ampliamente en el organismo humano, alta concentracién en higado
y rifilén, baja concentracidon en tejido conectivo y epitelios, practicamente nula en
tejido nervioso y se localiza a nivel celular: mitocondrias, peroxisomas, citosol
(eritrocitos); presenta 2 funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa y
forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD que actla en presencia de altas
concentraciones de peroxido de hidrégeno (Venereo, 2002).

La peroxidasa (POX) pertenece al grupo de enzimas que integran el sistema
antioxidante de las plantas superiores, los cuales son de naturaleza
glicoproteica y se localizan principalmente en el citoplasma, la vacuola o en el

apoplasto, asociadas a la pared celular (Mittler et al., 2004). Las POX se
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caracterizan por catalizar la reduccion del peroxido de hidrégeno a agua, con la
oxidacion simultanea de co-sustratos no especificos, aunque son mas
frecuentes compuestos fendlicos (Silveira et al., 2005).

Las peroxidasas de plantas superiores estan implicadas en una gran variedad
de procesos fisiolégicos, a lo largo de todo el ciclo vital de la planta, desde el
nacimiento a la senescencia, por ejemplo en el crecimiento, desarrollo y
endurecimiento de la pared celular, en la lignificacion y suberizacién, en el
catabolismo de auxina y en la defensa frente al estrés oxidativo y el ataque de
patdogenos. Ademas de esta funcionalidad dentro de la planta, estas enzimas
son utilizadas ampliamente por la industria, en la sintesis de polimeros
organicos como polianilina (PANI), en la decoloracion de tintes sintéticos, en la
descontaminacion y limpieza de aguas residuales y de suelos, en la sintesis de
farmacos organicos con alto rendimiento, en electrodos enzimaticos, en kits de

diagndéstico e inmunoensayos enzimaticos (Arellano et. al., 2013)
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RESUMEN

El uso de retardantes del crecimiento es una alternativa a considerarse en
sistemas de produccion en chile jalapefio (Capsicum annum L.) bajo
invernadero; especialmente, cuando se busca producir frutos con mejor calidad
alimenticia. Prohexadiona de calcio (P-Ca) es un biorregulador que ademas de
reducir el crecimiento vegetativo en frutales, provoca la formacién de frutos con
mayor contenido de antioxidantes; el efecto de P-Ca en chile jalapefio es poco
conocido. Por consiguiente, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de P-Ca en el fenotipo y en la calidad de frutos en chile jalapefio hibrido Grande
cultivado bajo condiciones de invernadero. Cuando las plantas alcanzaron 10

hojas verdaderas se realiz6 la primera aplicacién de P-Ca en forma foliar. Los
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tratamientos fueron 0, 100, 200 y 300 mg-litro* de P-Ca; y 15 dias después, se
realizd una segunda aplicacion con las mismas dosis del retardante. Los
resultados sefialan que el P-Ca reduce la altura y diametro final de tallo central
de las plantas; asi como el rendimiento. El P-Ca produjo frutos con incrementos
significativos en capsaicina, carotenoides, vitamina C y actividad de catalasa y
peroxidasa. Se considera que P-Ca tiene potencial para mejorar la calidad de

chile jalapefio hibrido Grande.

Palabras Clave: Capsicum annum L., hormona, capsaicina, carotenoides,

catalasa, peroxidasa.

PROHEXADIONE-CA MODIFIES PHENOTYPE, ANTIOXIDANT LEVELS AND

ENZYMATIC ACTIVITY IN JALAPENO PEPPER IN GREENHOUSE

ABSTRACT

The use of growth retardants is a good production system alternative for
jalapefio pepper (Capsicum annum L.) grown in greenhouse; particularly when
high antioxidants fruit content is the goal. Prohexadione calcium (P-Ca) is a
bioregulator which reduces vegetative growth and increases antioxidants in fruit

species; the effect of P-Ca in jalapefio pepper is little known. Therefore, the
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objective of this study was to evaluate the effect of P-Ca on the phenotype and
fruit quality on jalapefio pepper hybrid Grande. When seedlings had reached 10
true leaves, a first P-Ca foliar application was done. The treatments with P-Ca
were 0, 100, 200 and 300 mg-litrol; and 15 days later, a second P-Ca
application was conducted at the same dosages. The results show that P-Ca
reduces final height and diameter of main stem; as well as yield. The P-Ca
provoqued fruits with significative increases in capsaicine, carotenoids, vitamin
C and activity in catalase and peroxidase. It is concluded that P-Ca has a

potential to improve fruit quality in jalapefio pepper hybrid Grande.

Key Words: Capsicum annum L., hormones, capsaicin, carotenoids, catalase,

peroxidase.

INTRODUCCION

La recomendacion médica al consumo de frutas y hortalizas en la dieta
alimenticia diaria se multiplica hoy en dia exponencialmente y es un tema de
gran importancia dentro de la calidad de vida y salud humana (Mc Cormick,
2012). La ciencia horticola moderna investiga alternativas fisioldgicas que
permitan mejorar la produccién y calidad de cultivos; en particular, en su
contenido de minerales y antioxidantes por su aporte a la dieta y salud (Hewett

et al., 2012).
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La capsaicina y la vitamina C son substancias naturales que aportan calidad a
la dieta alimenticia; ademas de contribuir como protectores en la salud del
consumidor (Tosun y Ustun, 2003). En afios recientes se investiga en frutos
horticolas la presencia de otros compuestos con valor fisioldgico, donde
destacan los carotenoides y la actividad enzimatica. Estos compuestos al igual
que la capsaicina y vitamina C contribuyen a proteger a las células de los
radicales libres (Molina et al., 2010).

Estudios epidemioldgicos indican que las dietas ricas en carotenoides estan
relacionadas con la disminucién del riesgo a desarrollar ciertos tipos de cancer,
enfermedades del corazon y otras enfermedades humanas. Kopsell (2006),
sostiene que los carotenoides pueden inhibir la proliferacion y transformacion
celular, asi como, la expresibn modulada de genes determinantes en la
prevencion de ciertos tipos de cancer y linfomas. ElI ser humano no puede
sintetizar carotenoides, por lo tanto, depende de la dieta alimentaria para
obtener niveles suficientes de los mismos. Las frutas y verduras son la fuente
primaria de carotenoides en la dieta humana y su composicion ha sido asociada
con beneficios a la salud (Mc Cormick, 2012).

Los biorreguladores son evidentes alternativas utilizadas en la agricultura
contemporanea para modificar temporalmente la acciéon de genes en plantas
vegetales; lo que permite generar productos horticolas que reunan las
caracteristicas que demande el mercado (Rademacher, 2000). La gran mayoria
de los biorreguladores empleados en la produccion de alimentos son amigables
con el medio ambiente (Ramirez et al., 2010). P-Ca es un retardante del

crecimiento prometedor para la horticultura moderna. Este compuesto ha
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mostrado un mejoramiento substancial en produccion y calidad de frutos en
diversas especies frutales caducifolias (Costa et al., 2004). La experiencia
relacionada al impacto de practicas horticolas que modifiquen los niveles de
antioxidantes en las plantas es escasa. Asami et al. (2003) reportaron 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. Por consiguiente el objetivo
de este trabajo fue el evaluar el efecto de prohexadiona de calcio sobre el
fenotipo de planta y el contenido de carotenoides, capsaicina, vitamina C, y

actividad enzimatica en frutos de chile jalapefio hibrido Grande.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecio en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
en Saltillo, Coahuila, México, en invernadero tipo cenital de estructura metalica
con laminas laterales de policarbonato y plastico blanco lechoso (calibre 720)
en el techo, localizado a 25° 23" LN y 101° 01" LO, con una altitud de 1743 m.
Se utiliz6 semilla de chile jalapefio hibrido Grande. Las semillas fueron
sembradas el dia 15 de abril de 2012 en charolas de poliestireno de 200
cavidades, utilizando peat moss premier mix como sustrato. El trasplante se
realizd el 15 de mayo de 2012, en el invernadero, cuando las plantas
presentaron una altura de 15 cm. Lo anterior se realiz6 en macetas de 20 litros,

se utilizé sustrato peat moss y perlita (50:50 v/v). Las macetas fueron
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ordenadas a una distancia de 40 cm entre plantas y 80 cm entre hileras.
Cuando las plantas presentaron 10 hojas verdaderas se realizd la primera
aplicacion de P-Ca en forma foliar. Las dosis de los tratamientos con el
retardante fueron 0, 100, 200 y 300 mg-litro’; y 15 dias después, se realizé una
segunda aplicacion con las mismas dosis del biorregulador. Cada tratamiento
con P-Ca se combind con el surfactante liquido éter-nonifenol-polietilenglicol a
una dosis de 1 ml-litrol. Las variables evaluadas fueron tasa de crecimiento de
altura y diametro de tallo, nimero de frutos y rendimiento por planta; contenido
de capsaicina, carotenoides, vitamina C y actividad de catalasa y peroxidasa en
frutos maduros. Se utilizé un disefio estadistico completamente al azar con 10
repeticiones por tratamiento para las variables fenotipicas; mientras que para
las variables de calidad de fruto, se utilizaron cuatro repeticiones por
tratamiento. Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico SAS versiéon 9.1 (Andénimo, 2009), para obtener el andlisis de

varianza y comparacion de medias mediante Tukey (P=0.05).

Parametros horticolas

Tasa de crecimiento de tallo

A partir de la aplicacion del P-Ca y hasta el final del ciclo biol6gico se evalud
semanalmente la altura de la planta, midiendo desde la base del tallo (nivel del

sustrato) hasta el meristemo apical utilizando una cinta métrica escala 0 a 2 m.
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Tasa de crecimiento de diametro de tallo

Esta variable se midi6 semanalmente utilizando un vernier manual con una

escalade 0a 10 cm.

NUmero de frutos y rendimiento

Para evaluar el efecto de P-Ca, al momento de cada uno de los siete cortes
efectuados (tres a cuatro meses después del trasplante), los frutos fueron
contados y el total pesado en una balanza portatii Ohaus modelo SP602,
capacidad 600 g con aproximacion de 0.1 g. Al final se sumaron los registros de

esos datos.

Antioxidantes

Contenido de capsaicina

Se determind siguiendo el método propuesto por Bennet y Kirby (1968). Se
tomaron 10 frutos cosechados, se liofilizaron y maceraron en mortero. Se peso
1 g de muestra y se le agregaron 10 ml de etanol absoluto y se agito la mezcla
por 15 min. Se filtr6 con papel Whatman No. 1 y luego se afor6 a 25 ml con
etanol. La muestra se traslado a un embudo de separacion y se agregaron 2.5

ml de soluciéon amortiguadora a pH de 2.8 mas 0.5 ml de etanol, 20.5 ml de
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agua destilada y 10 ml de solucion Adogen-Tolueno. Se agité vigorosamente la
mezcla por 1 min. Posteriormente, se determind la absorbancia de la capsaicina
en la fase organica en un espectrofotometro (Thermo Electron Corporation
Biomate 5) a una longitud de onda de 286 nm. Las lecturas se realizaron por
triplicado para cada muestra. Para determinar la concentracion de capsaicina
en las muestras, se construyd una curva de calibracion con este antioxidante
(Sigma, Co) en un intervalo de 0-0.40 mg-ml?, disuelta en los disolventes

referidos.

Contenido de carotenoides totales

Se realizd utilizando la técnica descrita por Tomas (1975), con algunas
modificaciones. Se pesaronl0 g de fruto fresco y se agreg6 50 ml de acetona y
se dej6 24 h en refrigeracion. En un mortero se trituré y el liquido se filtré en una
gasa a través de un embudo de separacion. Se le adicion6 20 ml de éter de
petréleo y 100 ml de agua destilada, al separar la capa contenedora de los
carotenoides se le adicion6 10 ml de NaOH al 40 %. Posteriormente se agrego
20 ml de sulfato de sodio al 10 %. La mezcla se filtr6 a través de una gasa que
contenia sodio anhidro y se tomo el volumen final de la solucién. Se determiné
la absorbancia de carotenoides en un espectrofotometro (Thermo Electron
Corporation Biomate 5) a una longitud de onda de 454 nm. El contenido de
carotenoides totales se determind mediante la siguiente formula:

g Carotenoides/ 100 g fruto = %Absx3.857xV x100/ P
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Dodnde: % Abs = por ciento de absorbancia, V = volumen medido de la probeta,

y P = peso de la muestra en gramos

Contenido de vitamina C

Se determiné siguiendo la metodologia reportada por Padayatt et al. (2001). Se
pesaron 20 g de peso fresco de fruto de y se colocaron en un mortero, se trituré
con 10 ml de &cido clorhidrico al 2 % (v/v). Se homogeneiz6 la mezcla en 40 mi
de agua destilada. Se filtr6 a través de gasa y se colectdé en un matraz
Erlenmeyer. Se tomaron 10 ml del sobrenadante y se titularon con 2,6-
diclorofenolindofenol (1X10° N), cuando la solucién alcanzé un color rosa. El
contenido de vitamina C se determind utilizando la siguiente formula descrita
por los autores del método referido:

ml utilizados de 2,6 diclorofenolindofenolx 0.088 x volumen total ><100)
(volumen de la alicuota x peso de la muestra)

VitaminaC (mg-100g PF)= (

Actividad enziméatica

Para el andlisis enzimatico se utilizé 0.5 g de pericarpio. El tejido se macer6 con
nitrdgeno liquido y se extrajo en proporcién 1:1 con el amortiguador HEPES-
KOH 100 mM pH 7.5 (Lopez-Delgado et al., 1998). La proteina soluble se aisl6

por centrifuga a 11,000 g por 10 min a 4 °C. La fraccion sobrenadante se usé
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para cuantificar el contenido de proteina y la actividad enzimatica en
espectrofotometro (Thermo Electron Corporation Genesys 10 uv).

La actividad de catalasa se cuantifico utilizando el método modificado por Masia
(1998). Se prepar6 una mezcla de reaccion conteniendo: amortiguador de
fosfato de potasio y sodio 100 mM pH 7, 20 ul del extracto de proteina y 30 mM
H202 en un volumen total final de 5 ml. EI consumo de H202 se midié por su
decremento a Az240 (P< 39.9 mM-cm?) en intervalos de 25 s durante 3 min.

La actividad de peroxidasa se midié con la técnica modificada por Kar y Mishra
(1976). La mezcla de reaccion incluyé amortiguador de fosfato de sodio 50 mM
pH 7.0, 3.33 Mm de guaiacol (sustrato), 5 mM de H202 y 20 pl de la muestra
en un volumen final de 5 ml; la reaccion se llevd a cabo a 26-28 °C. La

oxidacion del sustrato se determind por el incremento en la absorcion a Aasvo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de crecimiento

La prohexadiona de calcio redujo significativamente (P<0.05) la tasa de
crecimiento en altura (Figura 1) y diametro (Figura 2) del tallo. Este patron se
observé a partir de la segunda semana en cualquier tratamiento con P-Ca y
permanecio hasta el final del ciclo vegetativo. El efecto observado con P-Ca

sobre la reduccion en la altura de las plantas concuerda con lo reportado en
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chile mirador (Ramirez et al., 2010) y en okra (llias et al., 2007). Esta reduccion
en altura, esta relacionada directamente con un bloqueo por parte de P-Ca en el
apice, de la biosintesis de las giberelinas biolégicamente activas A1, A4, y A7
(Rademacher, 2000). Con frecuencia se observa en otras especies horticolas
tratadas con P-Ca una restauracion en el crecimiento del tallo principal en la
Gltima etapa de crecimiento, misma que se relaciona con el retorno de la

sintesis de las giberelinas referidas (Rademacher, 2004).

Numero de frutos y rendimiento

El nimero de frutos y rendimiento por planta fueron menores (P<0.05) en los
tratamientos con P-Ca respecto al testigo (Cuadro 1). Este comportamiento
también fue observado por Lo Giudice et al. (2004) en uva. La diferencia en los
tratamientos con P-Ca puede ser atribuida a la drastica reduccién en el
crecimiento vegetativo que se mantuvo durante el ciclo biolégico de la planta
(Figuras 1 y 2), originando una disminucion en longitud de ramas y por ende
menor superficie para la formaciébn de yemas florales y posteriormente de

frutos.
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FIGURA 1. Tasa de crecimiento de chile jalapefio hibrido Grande después de ser tratado

con P-Ca. Cada punto representa el promedio de diez repeticiones + error estandar.

*indica diferencia estadisticamente significativa (Tukey P<0.05).
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FIGURA 2. Tasa de crecimiento de diametro de tallo en plantas de chile jalapefio hibrido
Grande después de ser tratado con P-Ca. Cada punto representa el promedio de diez

repeticiones * error estandar. *indica diferencia estadisticamente significativa (Tukey
P<0.05).

CUADRO 1. Efecto de prohexadiona de calcio sobre el rendimiento y numero de frutos en

chile jalapefio hibrido Grande cultivado bajo condiciones de invernadero.

Tratamiento Frutos/plantaY Rendimiento/planta
(9)

Testigo 66.6 a“ 1530.28 a

100 mg - litro! de P-Ca 48.4 b 1019.95 b

200 mg - litro! de P-Ca 42.4 b 836.41 b

300 mgq - litro ! de P-Ca 479D 860.98 b

CV% 20.2* 17.1*

*: significativo a una P<0.05; C.V.: coeficiente de variacion

ZMedias con la misma letra, dentro de las columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una
P=0.05.

¥ cada valor representa el promedio de 10 plantas

29



Antioxidantes

Capsaicina

Los frutos de plantas tratadas con cualquier dosis de P-Ca mostraron mayor
contenido (P<0.05) de capsaicina (Figura 3). El tratamiento con 300 mg-litro*
de P-Ca produjo el mayor nivel de este antioxidante. Un incremento en
capsaicina en frutos de chile Mirador tratados con P-Ca a 175 mg-litro*!
también ha sido reportado por Ramirez et al., (2010). Aunque el mecanismo de
accion del retardante en este proceso no ha sido totalmente elucidado, se ha
hipotetizado que el P-Ca ejerce su efecto al modificar el nivel enzimatico en la
ruta biosintética de los flavonoides, generando flavonoides modificados ligados
a la actividad antioxidante en tejidos jovenes (Rademacher, 2000).
Considerando esta experiencia con los resultados de este trabajo, es probable
que el aumento en capsaicina ocasionado con los tratamientos con P-Ca

pudiera haber tenido una ruta de accién similar.

Carotenoides totales

La P-Ca a cualquier dosis provoc6 un incremento significativo (P<0.05) en el
contenido de carotenoides totales (Figura 4). La dosis de 200 mg-litro’* mostré
la mayor concentracion de este pigmento. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Bekheta et al. (2009), en Vicia faba. Los carotenoides son una

fuente importante de provitamina A, la cual se relaciona con el fortalecimiento
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del sistema inmunoldgico en el humano (Martinez et al., 2000). Por lo tanto, P-
Ca ofrece una importante alternativa para producir frutos horticola con mayor

contenido de carotenoides totales.
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FIGURA 3. Influencia de prohexadiona de calcio en el contenido de capsaicina en frutos
de chile jalapefio hibrido Grande. Cada barra representa la media de 4 repeticiones +
error estandar. Medias con la misma letra son iguales (Tukey, P<0.05).
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FIGURA 4. Influencia de prohexadiona de calcio en el contenido de carotenoides totales
en frutos de chile jalapefio hibrido Grande. Cada barra representa la media de 4

repeticiones * error estandar. Medias con la misma letra son iguales (Tukey, P<0.05).

Vitamina C

La Figura 5 muestra el contenido de vitamina C en frutos de chile jalapefio
Hibrido Grande. Se observdé que P-Ca a 200 y 300 mg-litro? increment6
(P<0.05) el contenido de ese antioxidante. Esta declaracion es sustentada con
las experiencias de aplicaciones de P-Ca, en chile mirador y tomate (Ramirez et
al., 2012). La vitamina C es un antioxidante que contribuye a una buena salud
en el humano y también fortalece el sistema de proteccion contra enfermedades

como el cancer, diabetes y presion arterial (McCormick, 2012). Por lo tanto,

32



aumentos de vitamina C en frutos de especies horticolas se considera una

alternativa importante en la tecnologia moderna (Hewett et al., 2012).
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FIGURA 5. Influencia de prohexadiona de calcio en el contenido de Vitamina C en frutos
de chile jalapefio hibrido Grande. Cada barra representa la media de 4 repeticiones +

error estandar. Medias con la misma letra son iguales (Tukey, P<0.05).

Actividad enzimética

Catalasa

La actividad catalasa se incremento significativamente (P<0.05) en los frutos
de plantas tratadas con P-Ca a 200 y 300 mg-litro* (Figura 6). La concentracion
mayor duplicé esa actividad con respecto al testigo. Este resultado concuerda
con el reporte de Lian et al. (2008) en cacahuate. La catalasa es una enzima
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relacionada con el control celular de los niveles de especies activas de oxigeno,
catalizando la dismutacion del H202 en H20 y Oz (Acevedo y Scandalios, 1991).
Un aumento en la actividad de catalasa se observa durante la maduracion del
fruto (Jiménez et al., 2002); es posible que P-Ca prolongue esa reaccidon como

ocurre en manzano (Rademacher et al., 2006).

Peroxidasa

La actividad peroxidasa aument6 (P<0.05) en los tratamientos con P-Ca a
200 y 300 mg-litro! (Figura 7). Este efecto fue previamente observado en
cebolla 'y ajo (Ouzounidou et al., 2011). El incremento de la actividad peroxidasa
pudiera estar relacionado con el aumento en antioxidantes mostrados en las
Figuras 3 y 4; como ha sido observado en frutos de varias especies frutales
tratadas con P-Ca (Gosch et al., 2003), por lo que serd de interés a futuro

investigar en chile jalapefio al P-Ca en esta linea metabdlica.
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CONCLUSIONES

La prohexadiona de calcio reduce la tasa de crecimiento en altura, didametro de
tallo y rendimiento; y, aumenta el contenido de capsaicina, carotenoides totales,

vitamina C y la actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en frutos de chile

jalapefio hibrido Grande.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se realiz6 el trabajo

experimental en chile jalapefio hibrido Grande, se concluye lo siguiente:

Prohexadiona de calcio modifica el fenotipo, reflejado en una reducion en la altura final

de la planta, diametro de tallo y rendimiento.

Prohexadiona de calcio aumenta el contenido de capsaicina, carotenos, vitamina C y la

actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa en frutos fisiolégicamente maduros.
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