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ABSTRACT

Capsicum annuum is a crop of agricultural and economic importance in Mexico and other
countries. The fruit (pepper) contains bioactive components such as carotenoids, phenolic
compounds, and capsaicinoids that improve health. However, pepper cultivation is affected
by biotic and abiotic factors that decrease yield. Some phytohormones like gibberellins and
auxins induce the formation and development of fruit in several plants. In this study, we
evaluated the effect of the exogenous application of phytohormones like gibberellic acid and
indolbutyric acid on fruit development of jalapeno pepper plants, protein profile of plant
tissues, accumulation of bioactive compounds, and antioxidant activity in the pericarp and
seeds. For that, plants were sprinkled with these phytohormones. The fruit collection for the
control, indolbutyric acid, and gibberellic acid treatments was 7 pepper per plant; however,
for the treatment that combines indolbutyric acid and gibberellic acid, a fruit with the shortest
length (1.52 + 1.00 cm) and weight (0.41 + 1.0 g) was collected compared to fruits of plants
grown under other treatments. The length (4,179 + 0,130 cm) and weight of the fruit (8,949
+ 0.583 @) increased in plants treated with indolbutyric acid, but these characteristics
decreased with the application of GAs (length of 3,349 + 0.127 cm and a weight 4,429 +
0.144 g).

The content of carotenes and phenolic compounds increased in plants treated with GA3
(1,733 £ 0.092 and 1,449 + 0.009 mg / g, respectively) or indoleacetic acid (1,164 + 0.042
and 0.970 £ 0.003 mg / g). However, this effect was not observed in plants treated with both
phytohormones (0.238 + 0.021 and 0.218 + 0.004 mg / g). Capsaicin content was higher in
all treatments; but it was more noticeable in plants treated with both phytohormones, the
value being 0.913 £+ 0.001 mg / g (three times greater in amount). The antioxidant activity
was measured by 3 different assays, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), antioxidant
power of ferric reduction (FRAP) and 2,2'-Azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS) to find the minimum inhibitory concentration of the reducing radical (IC50 and
EC50). Significant differences were observed from the application of the phytohormone,
being the fruits treated with gibberellins, which had a greater accumulation of bioactive
compounds. Our results suggest that the application of phytohormones modifies the
development of fruit and its content of bioactive compounds.
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INTRODUCCION

Capsicum annuum var. jalapefio sintetiza compuestos fitoquimicos importantes que ofrecen
beneficios para la salud, como vitaminas C y E, provitamina A, carotenoides, capsaicinoides
y compuestos fendlicos. El contenido de estos fitoquimicos cambia con condiciones
ambientales que modifican procesos metabdlicos, por lo tanto, la cosecha y almacenamiento
deben controlarse para producir un semilla, planta y fruto de alta calidad para su
caracterizacion y uso posterior (Padilha et al., 2015). Ademas, se ha observado que la
aplicacién de fitohormonas también influye sobre la sintesis y acumulacion de los
compuestos fitoquimicos diversos. Se ha reportado que muchas fitohormonas participan en
diferentes procesos y, dependiendo de su concentracién, pueden funcionar como activador o
inhibidor de una misma respuesta, presentandose en un tejido u 6érgano especifico (Sairam et
al., 2002).

Las fitohormonas como la giberelina GAs (acido giberéelico) regulan el crecimiento y el
desarrollo de la planta a lo largo de su ciclo de vida; mientras que las auxinas, como el &cido
indolacético controlan numerosos aspectos del desarrollo de la planta en coordinacion con
las respuestas al medio ambiente. En los meristemos, la auxina regula la division celular, el
alargamiento y la diferenciacion, que conduce a la organogénesis logrando la formacion de
los brotes y las raices. La funcidn de auxinas en el crecimiento y desarrollo de las plantas se
ha establecido e interpretado como el producto de la accion combinada de transporte,
sefalizacion y respuesta (Binenbaum et al., 2018; Brumos et al., 2018).

El uso de fitohormonas se ha extendido, su incremento durante el desarrollo de la planta
induce el tamafio de los tejidos y la morfologia. Sin embargo, los niveles de giberelinas son
bajos en semillas maduras secas, sin embargo, la aplicacion de giberelinas exdgenas y
exposicion a la luz (Graeber et al., 2012) promueven su germinacion, al estimular division
celular y expansion radicular (Holdsworth et al., 2008). Lo anterior, pone de manifiesto la
importancia que las fitohormonas tienen durante el desarrollo de las plantas.

Se han identificado compuestos bioactivos como flavonoides (Materska et al., 2003), cuya
concentracion tiende a incrementarse a medida que avanza la maduracion y, en
consecuencia, modifican la capacidad antioxidante (Howard et al., 2000). Los carotenoides
(pigmentos) presentes en el chile se producen a partir de la ruta del mevalonato, siento el
geranil pirofosfato un intermediario de la ruta biosintética. EIl principal compuesto que se
acumula en chiles maduros (color rojo) es la capsantina, responsable de dicho color, este
tetraterpeno representa 40-60% del total de pigmentos en chiles de las diferentes variedades
de chile. Otros carotenoides presentes en los chiles color rojo o naranja son f-caroteno, 3-
criptoxantina y zeaxantina (Ha et al., 2011).



El objetivo de este trabajo es evaluar el contenido de compuestos bioactivos en frutos de
plantas de Capsicum annuum tratadas con &cido giberélico y acido indolacético e identificar
genes implicados en el desarrollo del fruto.



1. ANTECEDENTES
1.1 Capsicum annuum
1.1.1 Origen del cultivo

El género Capsicum agrupa al menos 30 especies, cinco estan ampliamente domesticadas: C.
annuum, C. chinenses, C. frutescens, C. pubesce y C. baccatum (Csilléry et al., 2006, Perry
et al., 2007, Carrizo et al., 2016).

El chile (nombre en castellano derivado del lenguaje ndhuatl) es una planta que pertenece al
género Capsicum (alrededor de 30 especies), se cultivo inicialmente en América y después
en Europa, donde comenzo la distribucion a nivel mundial (Eshbaugh, 1993). Debido a su
diversidad en cuanto a pungencia, color, textura y tamafios, es conocido por nombres

diferentes como “chile”, “pimiento”, “aji”, “chile rojo”, “habanero”, “paprika” 0 “cayenne”;
pero el nombre botanico es Capsicum (Krishna et al., 2003).

La evidencia mas antigua de la domesticacion de chiles se encontrd en una cueva en el Valle
de Tehuacan, Puebla (centro de México), aproximadamente 6000 a. C. (Perry et al., 2007,
Pickersgill, 2007). Este fruto se utilizaba como fuente de alimento y condimento siendo
cultivado en chinampas (Byers, 1967). En la Figura 1 se sefiala el Estado de Puebla, primer
sitio de domesticacion.

Estados Unidos de América

Primer sitio de
domesticacion del chile
(Tehuacan)

i/

Figura 1. Mapa de la Republica Mexicana donde sefiala Tehuacén (Puebla), sitio donde se encontré
la evidencia mas antigua de domesticacion del chile (Tomado de Long, 2009).

México

Guatemala

1.1.2 Taxonomia

Las variedades y cultivares de Capsicum annuum son clasificadas en funcion de sus formas
frutales, que son resultado del desarrollo y diferenciacién del gineceo, modificando los
organos femeninos de la flor después de la fertilizacion. Debido a esto, el producto sufre de
modificaciones morfoldgicas y estructurales tardias en los carpelos (Cutler et al., 2008).



La clasificacién taxondémica del género Capsicum incluye alrededor de 30 especies y 10
variantes, diferencidndose principalmente de las caracteristicas fenotipicas como la
morfologia de la flor o del fruto (Alonso et al., 2008; Martinez et al., 2010, Castafion et al.,
2010). La especie C. annuum es la mas ampliamente distribuida en México y la que presenta
amplia variabilidad morfologica en tamafo, forma, y color de frutos (Pozo et al. 1991,
Baltazar, 1997) y la mayor variabilidad genética (Hernandez et al. 2001).

La taxonomia de la planta de chile que corresponde al filo magnoliphita; clase,
magnoliopsida; orden solanales; familia, solanaceae; y género Capsicum, donde Capsicum
incluye 30 especies silvestres y 5 especies domesticadas (Moscone et al., 2007).

1.1.3 Descripcion de la planta

La planta de Capsicum es una angiosperma dicotiledénea, cada flor produce gametos
masculinos y femeninos, tiene de cinco a ocho pétalos, entre cinco y ocho estambres y de dos
a cuatro pistilos. En la base esta el ovario que contiene a los 6vulos, cuya fecundacion
produce semillas. Los 6vulos estan unidos a traves de un funiculo llamado placenta; esta
estructura es el sitio donde se produce y acumula capsaicina (Zhigila et al., 2014). Las hojas
son ovaladas y de extremo puntiagudo, su superficie es lisa; sus flores se desarrollan solas o
en grupos en cortos tallos; son pequefas con pétalos que muestran un color blanco a amarillo.
Comienzan a florecer en la axila del nodo de la primera ramificacion, con flores posteriores
en la formacién en cada nodo adicional. EI namero basico de flores es uno, con algunas
variaciones entre especies.

Figura 2. Flor de Capsicum annuum (Tomado de Naresh et al., 2018).

La diferenciacion floral es afectada por la temperatura del aire, especialmente por la noche
(Zewdie et al., 2000); la flor es hipdgina, pentdmera (cinco pétalos y sépalos), con el céliz,
corola, y érganos sexuales masculinos y femeninos.



El inicio de la antesis est4 controlado por la duracion del dia, la corola abre en las tres
primeras horas después del amanecer, y los pétalos permanecen abiertos al menos un dia,
también puede haber un pequefio periodo de antesis por la tarde. Las anteras abren una hora
después de la apertura floral, incluso permanecen abiertas 10 horas después (Aleemullah et
al., 2000).

1.1.4 Variedades

En México, las principales variedades de chiles que se cultivan de Capsicum annuum son
jalaperio, chilaca, anaheim, poblano, serrano y pimientos dulces, teniendo diferencias en
pungencia y morfologia (tamafio, forma y color de frutos). La clasificacién se da a partir del
nivel tecnoldégico empleado, teniendo tres categorias: variedades de polinizacién, hibrida y
criolla (Bobadilla et al., 2017).

1.1.5 Produccién mundial

Segun estadisticas de 2018, la produccion global de chile alcanzo6 36,800,783 toneladas; esta
cifra incluye los pimientos como el chile verde fresco. México ocupa el segundo lugar en la
produccion de Capsicum annuum con 3.3 millones de toneladas, superado por Republica
Popular de China (China), que logra producir un total de total de 18.2 millones de toneladas
anuales (Tabla 1).

Tabla 1. Paises que ocupan los primeros lugares en produccion de chiles.

Posicion Pais Produccién
(Toneladas)

1° China 18 214 018
2° Mexico 3379 289
3° Turquia 2 554 974
4° Indonesia 2 542 358
5° Espaiia 1275 457
6° Nigeria 747 367
7° Egipto 713 752
8° Estados Unidos Americanos 705 790
9 Argelia 651 045
10° Tlnez 426 503

Produccion de chile verde fresco (Capsicum annuum) reportada en el 2018 (FAO, 2018).



1.1.6 Produccion nacional

El cultivo de chile ocupa el 8° lugar en la produccion agricola nacional, logrando generar
cerca de 13 mil millones de pesos anualmente, con un volumen de produccién promedio de
1.1 millones de toneladas. Se exportan alrededor de 900 mil toneladas como chiles frescos,
secos Yy procesados (Sagarpa, 2015), donde los Estados de Chihuahua y Sinaloa tienen una
mayor produccion de chile reportada en el afio 2019 (Tabla 2).

Tabla 2. Principales Estados de la Republica Mexicana productores de chile.

Posicion Estados Produccion (ton)
1° Chihuahua 168, 211
2° Sinaloa 153,537
3° Sonora 140,446
4° Baja California Sur 51,890
5° San Luis Potosi 50,793
6° Jalisco 47,148
7° Zacatecas 38,839
8° Guanajuato 30,117
9° Tamaulipas 15,505
10° Michoacan 8,860

Resto de Estados 33,163
Total nacional 1,147,298

El Estado de Chihuahua ocupa el primer lugar a nivel nacional en produccion (Siap, 2019).

1.2 Capsicum annuum variedad jalapefio
1.2.1 Generalidades

El fruto del chile jalapefio es bajo en calorias, colesterol y sal, pero presenta una alta
concentracion de fibras y vitaminas. El contenido de vitaminas C y A son similares a los de
la naranja valencia y zanahoria, respectivamente. El grado de pungencia se ubica entre 2 500
y 10 000 unidades Scoville (Dewitt, 2018).

Las sustancias fitoquimicas presentes son favorables para la planta y para el ser humano, por
ejemplo, actividades antioxidantes de los polifenoles, como los flavonoides y el derivado del
acido cindmico, mejorando su respuesta al medio ambiente y la nutricion del humano (Badia,
et al., 2007).



1.2.2 Taxonomia

La taxonomia de la planta de C. annuum fue actualizada por Eshbaugh (2012), la cual se
describe a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Taxonomia de Capsicum annuum

Taxonomia
Reino Plantae
Division Angiosperma
Clase Dycotyledonea
Orden Tubiflorales
Familia Solanacea
Género Capsicum
Especie C. annuum
Nombre comun Chile jalapefio

Clasificacion en la variedad jalapefio (Eshbaugh et al., 2012).

1.2.3 Desarrollo de la planta

El cultivo del chile tiene varios estados de desarrollo los cuales son el crecimiento vegetativo,
floracion, desarrollo del fruto y maduracion. La fase vegetativa comienza a partir de la
produccidn de la sexta o la octava hoja y la tasa de crecimiento del sistema radicular se reduce
gradualmente. El follaje y el tallo se incrementan, las hojas alcanzan el tamafio maximo y el
tallo principal se bifurca (9-12 hojas). Después comienza la floracion, cuando el brote ha
terminado por una flor o vastago florar (boton floral), la planta crece y se ramifica. La
floracion ocurre a los 50 dias después del trasplante, periodo que finaliza en el desarrollo del
fruto. La fase reproductiva empieza alrededor de los 60 dias después del trasplante. Los
primeros frutos empiezan a madurar para ser cosechados a los 100-120 dias (chile verde)
(Martinez et al., 2010; Eshbaugh et al., 2012).

1.2.4 Morfologia de la planta

La planta del chile jalapefio tiene un tallo ramificado, con hojas oblongas, lanceoladas y de
flores blancas, cuya raiz cuenta con un sistema radicular pivotante y profundo que puede
llegar a medir de 70 hasta 120 cm de largo. El tallo es el 6rgano de la planta que sirve como
soporte de la flor y el fruto, este puede variar de 0.5 a 1.5 cm en diametro.



Las hojas varian en tamafio, aproximadamente de 1.5 a 12 cm de largo y 0.5 a 7.5 de ancho,
el apice es acuminado, la base es cuneada o aguda, y el pedicelo es largo. La flor tiene una
ramificacién en forma axial, los pedicelos miden més de 1.5 cm de longitud, el caliz es
ligeramente dentado, aproximadamente 2 mm de longitud, alargado y cubre la base del fruto.

La corola es rotada, dividida en 5 a 6 partes, mide 8 a 15 mm de diametro (blanca o verde),
con 5-6 estambres insertados en la base de la corola. Las anteras son angulosas, el ovario es
bilocular, blanco o purpura, y el estigma es capitado (Russo, 2012).

1.2.5 Morfologia del fruto

El chile es un fruto carnoso en forma de capsula y lleno de aire, en cuyo interior se encuentran
las semillas, que puede alcanzar distintos tamafos, desde 01 cm hasta 30 cm de largo, 2 a 3
cm de ancho y peddnculo de 3 cm. El cuerpo del fruto es oblongo y termina con un apice
puntiagudo y su color es verde, cambia a rojo cuando madura. En la Figura 3, se muestran
las principales caracteristicas del fruto. Su forma va de redondo a lo alargado, en colores que
oscilan de distintos tonos de amarillo y verde en estado inmaduro a rojo y hasta cafe al
madurar. La raiz es voluminosa y profunda, formada por una ramificacion principal
pivotante, dispone de numerosas raices adventicias que en horizontal llegan a alcanzar 0.5 m
o0 incluso 1 m de longitud. Esta estructura le permite a la planta un mejor aprovechamiento
de la humedad porque aumenta la superficie de contacto (Ronco et al., 2008; Khan et al.,
2011).

Las semillas son abundantes y miden de 3 a 5 mm de longitud, presentan un color amarillo
palido. Contienen agua en baja cantidad, lecitina abundante, no producen capsaicina, aunque
pueden absorber un poco de la placenta. Finalmente, el pericarpio, conjunto de capas que
envuelve y protegen a las semillas, se divide en tres partes; exocarpio, mesocarpio y
endocarpio (Naves et al., 2019).

Mesocarpio

Placenta

(3% “‘v;‘i =

Gladulas de
Capsaicina

Figura 3. Partes del fruto de Capsicum annuum (Tomado de Naves et al., 2019).



1.2.6 Distribucién en México

El Estado de Chihuahua ocupa el primer lugar a nivel nacional en produccién de chiles
verdes, lo que genera una derrama econdémica de alrededor de 6 millones de jornales. EI 70
por ciento del chile que se siembra es jalapefio, que se cultiva en una superficie de 156, 799
hectareas aprox. El rendimiento es 215, 517 hg/ha y la produccion alcanza 337, 9289
toneladas anuales (FAO, 2018). En la Figura 4, se muestran una plantacién de chile en Las
Delicias, Chihuahua.

[ 8 'i-. LR
Figura 4. Recoleccion de chile jalapefio en Las Delicias, Chihuahua (Meléndez, Jests. “Recolectando
chile”. Periddico Inforural).

1.3 Metabolismo vegetal

La célula vegetal produce dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios. Los primeros se
relacionan con el crecimiento y desarrollo de la planta (nucleotidos, carbohidratos, lipidos y
proteinas), mientras que los segundos estd involucrado con defensa, supervivencia y
adaptacion al medio ambiente (alcaloides, fenoles, esteroles, esteroides, carotenoides, etc.)
(Seigler, 1998).

Los metabolitos primarios de las plantas participan en las funciones bésicas de la vida, como
divisidn celular y crecimiento, respiracion, almacenamiento y reproduccion. Estos incluyen
los componentes de procesos como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o &cido citrico, la
fotosintesis y fijacion el carbono a partir del ciclo de Calvin, donde el producto final es un
compuesto de tres carbonos llamado gliceraldehido 3-fosfato, entre otros.

Los metabolitos primarios incluyen moléculas pequefias como azUcares, aminoacidos, acidos
tricarboxilicos, proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos. Estas moléculas son similares en
todas las células vivas (Seigler, 1998).



1.3.1 Metabolitos secundarios

Las plantas producen compuestos con funciones especializadas relacionadas con el sabor,
olor, defensa, supervivencia y reproduccion en el medio ambiente llamados metabolitos
secundarios (compuestos bioactivos). En la Tabla 4, se enlistas el nimero aproximado de los
metabolitos conocidos en plantas (Kumar, 2015).

Los metabolitos secundarios derivan de los componentes basicos sintetizados en el
metabolismo primario e intermedio. Entre ellos, los amino4cidos arométicos de la via del
acido shikimico, pirofosfato de isopentenilo (IPP) y difosfato de dimetilalilo (DMAPP) de la
via los isoprenoides (Hilpold et al., 2012; Shinh et al., 2020).

Tabla 4. Ndmero aproximado de metabolitos secundarios conocidos en plantas.
Tipo de metabolito secundario NUmero

Contienen nitrégeno

Alcaloides 21 000
Aminoéacidos no proteicos 700
Aminas 100
Glucosidos 60
Glucosinolatos 100
Alcamidas 150
Lectinas, péptidos, polipéptidos 2 000

No contienen nitrégeno

Monoterpenos (C10) 2 500
Sesquiterpenos (C15) 5000
Diterpenos (C20) 2 500
Triterpenos, esteroides, saponinas (C30, C27) 5000
Tetraterpenos (C40) 500
Flavonoides, taninos 5000
Fenilpropanoides, lignina 2 000

Poliacetilenos, &cidos grados, ésteres 1500



Policétidos 750

Carbohidratos, acidos orgénicos 200

El valor representado en la Tabla es el nimero de estructuras quimicas conocidas, caracterizadas y
aisladas (WIik, 2010).

La mayoria de las plantas resisten el estrés ambiental bioldgico, fisico y quimico al regular
la acumulacion de metabolitos secundarios en largos periodos de adaptacion al medio
ambiente (Falcone et al., 2012; Kliebenstein, 2013;).

Los factores ecoldgicos modifican la sintesis de metabolitos secundarios de las plantas
(Ncube et al., 2012). En el metabolismo secundario de la planta, existe un alto grado de
compartimentacién a nivel tisular y celular; agrupaciones de metabolitos y enzimas en
multiples ubicaciones y vias paralelas en diferentes organulos. Todo esto que aumenta la
flexibilidad metabdlica (Allen et al., 2009).

1.3.2 Biosintesis de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son precursores de las principales rutas metabdlicas como
glucdlisis, ciclo de Krebs o el acido siquimico (shikimico). En las Figuras 5y 6, se representa
de forma general, la formacion de metabdlicos secundarios a partir de precursores comunes.
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Lisina § GAP C27 esteroides
T 1 l C30 triterpenos
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Figura 5. Rutas principales que conducen a la formacion de metabolitos secundarios.. Abreviaturas:
IPP, isopentenil difosfato; DMAPP, dimetil alil difosfato; GAP, gliceraldehido-3-fosfato; NPAA,
aminoacidos no proteicos; AcCoA, acetil coenzima A (Wink, 2010).



Los metabolitos secundarios se producen en todos los tejidos, érganos y células, por ejemplo,
los alcaloides (cafeina), furanocumarinas y algunos terpenos (monoterpenos, diterpenos, y
carotenoides), que se forman en la via del piruvato/gluceraldehido, se sintetizan en el
cloroplasto. Los sesquiterpenos, esteroles y dolicoles se pueden producir en el reticulo
endoplasmico (ER) o citosol (Kutchan, 2005; Zenk et al., 2007).

En las rutas que conducen a glucosinolatos, algunos alcaloides y aminoacidos no proteicos
(NPAA), aminas, flavonoides y varios terpenos, se han identificado los genes, que codifican
para las correspondientes enzimas (Schafer, 2009); por ejemplo, la actividad de la proteina
capsaicina sintasa codificada por el gen Punl, determina la acumulacién de la capsaicina en
los chiles o pimientos y, la actividad de fitoeno sintasa codificado por PSY y la fitoeno
desaturasa por PDS determinan la acumulacion de carotenoides durante la maduracion del
fruto (Tuan et al. 2011; Ogawa et al., 2015).

La biosintesis de los metabolitos secundarios es un proceso altamente coordinado, que
incluye la sintesis de enzimas y la canalizacion metabolica, involucrando diferentes tipos de
células y compartimentacion celular. Esto, garantiza la biosintesis especifica y evitan las
interferencias metabolicas (Winkel, 2004; Jorgensen et al., 2005).

Fotosintesis
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Figura 6. Las diferentes rutas de metabolitos secundarios se derivan de precursores en la via del &cido
siquimico (shikimico). Abreviatura: NPAA, aminoacidos no proteicos; PAL, fenilalanina amoniaco
liasa; TDC, triptéfano descarboxilasa; STS, estrictosidina sintasa; CHS, calcona sintasa (Wink,
2010).



C. annuum var. jalapefio produce importantes metabolitos secundarios, llamados compuestos
fitoquimicos & bioactivos porque proporcionan beneficios para la salud. Entre ellos,
vitaminas C y E, provitamina A, carotenoides, compuestos fendlicos y capsaicinoides (Tabla
5). El contenido de estos fitoquimicos cambia debido a las condiciones de crecimiento, que
modifican procesos metabolicos y quimicos, deficiencia de oxigeno y ausencia de luz
(Padilha et al., 2015).

Tabla 5. Metabolitos secundarios principales (compuestos bioactivos) en chile jalapefio.
Compuestos bioactivos mg/ 100 g peso fresco

Carotenoides (provitamina A)

a-caroteno 0.020
B-caroteno 0.5-1.64
B-criptoxantina 0.5-1.2
Carotenoides (no provitamina A)

Luteina + zeaxantina 6-51
Total 15-320
Flavonoides

Luteolina 0.6
Quercetina 0.2
Total 5-20
Derivados del acido fendlico

Total 50-500
Antocianinas

Total 0.5-28
Capsaicinoides

Capsaicina 0.07-0.1
Dihidrocapsaicina 0.07-0.1
Total 0.1-0.3

(Tomado de Asnin et al., 2015; Padilha et al., 2015; Singh et al., 2009).

El contenido de los compuestos bioactivos en el fruto varia segin el tejido (placenta,
pericarpio y semillas), el cultivar o la variedad, la etapa de maduracién, las condiciones



climaticas y de almacenamiento, asi como las précticas de procesamiento (Jayaprakasha et
al., 2012).

1.3.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, los cuales se clasifican en
compuestos solubles en agua (acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides y quinonas) y
compuestos insolubles en agua (taninos condensados, ligninas y acidos hidroxicindmicos
unidos a la pared celular) (Rispail et al., 2005). La caracteristica principal se debe al nimero
de anillos de fenol que contienen (acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides, lignanos y
taninos). Estas sustancias tienen uno 0 mas grupos hidroxilo directamente unidos a un anillo
aromatico que caracteriza asi la estructura fendlica. Los principales compuestos bioactivos
que se encuentran en las frutas se distribuyen en seis subclases: flavonoles, flavanonas,
isoflavonas, flavonas y antocianinas. (Vermerris et al., 2006).

En el género de Capsicum annuum se han identificado flavonoides, como quercetina y
luteolina (Lee et al., 1995). Ademas, Materska (2003), identifico dos flavonoides especificos
trans-p-ferulilalcohol-4-O-6-(2-metil-3-hidroxipropionil) glucopiranésido y luteolin-7-O-(2-
apiofuranosil-4-glucopiranosil-6-malonil-glucopiranésido) encontrados por primera vez en
el pericarpio del fruto de chile picante.

Los glucdsidos fenolicos y el acido cafeico son derivados de acidos fendlicos caracteristicos
en frutos de chiles, como trans-p-feruloil-B-D-glucopiranosido y trans-p-sinapoyl-p-
glucopiranosido, cuya capacidad antioxidante ha sido corroborada mediante ensayos in vitro
(Materska et al., 2005). Estos acidos hidroxicindAmicos se encuentran como componentes
principales en el pericarpio y la placenta, con un contenido total de 50 a 500 mg en fresco,
segun la variedad, etapa de madurez y condiciones de crecimiento (Sakakibara et al., 2003).

1.3.3.1 Biosintesis de compuestos fenolicos

En la Figura 7, se muestra la biosintesis de compuestos fendlicos regulada por la enzima
fenilalanina amonio liasa, que cataliza una reaccion que genera &cido cindmico. Las
hidroxilasas conducen a la formacion de otros fenoles simples como el acido p-cumarico
(Robbins, 2003).

Los compuestos fendlicos en las plantas estan fuertemente involucrados en la interaccion
planta-patdgeno, siendo tdxicos para organismos. El acido clorogénico, el acido cafeico y el
acido p-cumarico son ejemplos de estos compuestos (Petkovsek et al., 2007).
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Figura 7. Biosintesis de compuestos fenélicos simples (Moreno et al., 2012).

1.3.4 Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenoides con un esqueleto de unidades de isopreno (5 carbonos)
con una variedad de estructuras de anillo en uno (caroteno gama) o ambos extremos (caroteno
beta). Contienen dobles enlaces conjugados alternados (cromoforo), estos pueden estar libres
de oxigeno (carotenos), llevar grupos -OH, -OR, -O-COR, -C=0, -CHO, -COOH, -COOR 6
epoxido (xantofilas) (Arimboor et al., 2015). Carotenos y xantofilas forman el amplio grupo
conocido como carotenoides; al menos 34 carotenoides, se relacionan con el metabolismo en
las variedades de Capsicum.

Los pigmentos contienen capsantina y capsorrubina (exclusivos del género Capsicum), estos
se producen al final de la ruta biosintética, por lo que solo se acumulan en chiles maduros.
La capsantina proporciona el color rojo, que representa un 40-60% del total de carotenoides.
Otros carotenoides en chiles rojos y naranjas son f-caroteno, pB-criptoxantina y zeaxantina
(Ha et al., 2007). El resultado del metabolismo de los carotenoides y su acumulacion en los
cromoplastos genera el color verde de la fruta. Debido a la presencia de clorofila, que cambia
a amarillo-naranja, y resulta en diferencias del contenido de violaxantina (37% -68% del total
de carotenoides) y luteina. y PB-caroteno (5%-14%), como carotenoides principales (de
Azevedo et al., 2009).

1.3.4.1 Biosintesis de carotenoides

Los carotenoides se sintetizan a partir de isopentenil difosfato (IPP) en plastidos. EI IPP se
produce através de la via metileritritol fosfato (DOXP) a partir de piruvato y gliceraldehido-
3-fosfato, sefialados en la Figura 8 (Lichtenthaler et al., 1997). La primera enzima en esta
via es la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) que convierte 2-C-metil-D-eritritol 2,4-



ciclodifosfato via 2-C-metileritritol 4-fosfato, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol (DPME)
y 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato. Estas conversiones son catalizadas por las
enzimas DOXP reductoisomerasa (DXR) (Schwender et al., 1999), DPME sintasa (ispD),
DPME quinasa (ispE) y 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa (ispF),
respectivamente (Eisenreich et al., 2001).

IPP se isomeriza a difosfato de dimetilalilo por la enzima IPP isomerasa, el primer paso en
la ruta de los carotenoides es la condensacion de dos moléculas de GGPP para producir
fitoeno, que es catalizado por una la enzima fitoeno sintasa (PSY). Dos enzimas, estructural
y funcionalmente similares, fitoeno desaturasa (PDS) y (-caroteno desaturasa (ZDS),
convierten fitoeno en licopeno a través de ¢-caroteno (Norris et al., 1995). Desde este
carotenoide se producen ciclaciones y otras modificaciones que conducen a otros
carotenoides, como a-caroteno, B-caroteno, luteina, crocetina, etc. (Hirschberg et al., 2001).
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Figura 8. Biosintesis de carotenoides en plantas (Hirschberg et al., 2001).



1.3.5 Capsaicinoides

Estos compuestos son un grupo de amidas acidas derivadas de la vainillilamina que contienen
de 8 a 13 carbonos, se sintetizan y acumulan en el tejido de la placenta (Kobata et al., 2013).
Los principales capsaicinoides presentes en los pimientos son capsaicina (8-metil-N-vanillil-
6-nonenamida) y dihidrocapsaicina (8-metil-N-vanillil-nonenamida). Ambos a menudo estan
presentes en cantidades mayores al 80% del total de capsaicinoides, mientras que los otros
derivados aparecen en cantidades mucho mas pequefias (Perucka et al., 2001). Otros
capsaicinoides, aislados de los pimientos picantes, son nordihydrocapsaicina, norcapsaicina,
homocapsaicina, homodihidrocapsaicina, nornorcapsaicina, nornornorcapsaicina y
nonivamida (Barbero et al., 2006).

Los capsaicinoides son metabolitos responsables de la pungencia en las especies de
Capsicum; siendo la capsaicina y la dihidrocapsaicina, los compuestos mas picantes con un
valor de 16.1x106 SHU (Scoville Heat). Estos capsaicionoides se sintetizan mediante la via
del &cido cinamico, en las glandulas de la placenta del chile (Topuz et al., 2007). Los niveles
de capsaicinoides son diferentes durante el desarrollo de la fruta. Estos comienzan a
acumularse a partir de las etapas iniciales (10 dias después de la polinizacion) del desarrollo
de la fruta, hasta alcanzar un maximo de alrededor de 40 dias después de la polinizacion, y
luego disminuye (Barbero et al., 2014). Su disminucion tardia es el resultado de la actividad
de una peroxidasa, que oxida los capsaicinoides en presencia de H2O, (Bernal et al., 1993;
Diaz et al., 2004). Por lo tanto, la cantidad final de capsaicinoides depende de factores que
regulan su metabolismo, como pueden ser ecoldgicos y fisioldgicos.

1.3.5.1 Biosintesis de los capsaicinoides

El sitio de sintesis y acumulacion de los capsaicinoides son las células epidérmicas de la
placenta, donde se secretan en receptaculos, entre la capa de la cuticula y la capa epidérmica
(Suzuki et al., 1980; Hwang et al., 2000). En la Figura 9, se muestra la sintesis de
capsaicinoides mediante la condensacion de vainillilamina con un acido graso ramificado de
cadena corta.

La produccién de vainillilamina ocurre mediante la via del fenilpropanoide y el acido graso
que se sintetiza a partir de un aminoacido de cadena ramificada (valina o leucina) por el
complejo de &cido graso sintasa. La vainillilamina se forma mediante conversiones sucesivas
de la fenilalanina en los acidos trans-cindmico, cumarico, cafeico y feralico, por accion de
las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H), cumarato 3-
hidroxilasa (Ca3H) y acido cafeico metiltransferasa (COMT).

La vainillina es un intermediario que, por accion de una transaminasa, da lugar a la
vainillilamina la cual, con una aciltransferasa llamada capsaicinoide sintasa (CS), se



condensa con el derivado acil-graso para dar lugar a los capsaicinoides (Vazquez et al.,
2007). Finalmente, la capsaicina sintasa combina la cadena de vanililamina y &cido graso

para producir capsaicina (Keyhaninejad et al.,

2014). Los cuatro genes que controlan la

actividad de estas rutas biosintéticas son Pal en la ruta fenilpropanoide (Curry et al., 1999),
Kas y FatA en la ruta FAS y Pun para capsaicina sintasa (Stewart et al., 2005; Kobata et al.,

2013; Ogawa et al., 2015).
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Figura 9. Biosintesis de la capsaicina.PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, &cido cindmico 4
hidroxilasa; Ca3H cumarato 3 hidroxilasa; COMT, &cido cafeico O-metiltransferasa; pAMT, presunta
aminotransferasa de la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los aminoacidos ramificados, IvDH-
isovalerato deshidrogenasa; Kas -cetoacil sintasa; ACL, proteina acarreadora de grupos acilo; FAT,
tioesterasa; DST, desaturasa y CS, capsaicina sintasa. (Tomado de Vazquez et al., 2007; Aza et al.,

2011).



1.3.6 Importancia de los metabolitos secundarios
1.3.6.1 Salud

Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren una asociacion entre la absorcion de acidos
fendlicos y flavonoides en la disminucion de trastornos coronarios, diabetes, cancer,
osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas (Pandey et al., 2009). La presencia de altas
concentraciones de clorofila y carotenoides en la alimentacién puede ejercer diferentes
efectos protectores (Elliott et al., 2005). EI consumo de carotenoides y clorofila se ha
asociado con efectos protectores contra la aterosclerosis, algunos tipos de céancer,
osteoporosis, cataratas, enfermedades neurodegenerativas y estrés oxidativo (Ferruzzi et al.,
2007).

Los compuestos de Capsicum annuum han demostrado tener actividad antiproliferativa in
vitro contra lineas celulares de cancer de pulmén, mama, estdmago y prostata humano (Morré
et al.,, 2003, Jeon et al., 2012). Los terpenoides como a-caroteno, [B-caroteno y p-
criptoxantina, son precursores de vitamina A, retinol y acido retinoico (Baenas et al., 2019).
Otros carotenoides, como la luteina y la zeaxantina, pueden alcanzar la retina humana y se
les atribuye la prevencion de enfermedades oculares, como las cataratas (Eggersdorfer et al.,
2018). Por otro lado, la estructura de los carotenoides, como las xantofilas (p-criptoxantina,
zeaxantina, luteina y capsantina), mejora su solubilidad y, por lo tanto, aumenta la
bioaccesibilidad (Fernandez et al., 2012). Una vez que circulan en el plasma sanguineo, estos
compuestos se distribuyen en varios tejidos y 6rganos (Bohn et al., 2017).

La capsaicina se considera un principio activo con propiedades farmacéuticas, se ha utilizado
como analgésico contra el dolor de artritis y la inflamacién (Deal et al., 1991). Ademas, es
un compuesto activo contra la inflamacién neurogenica (ardor de manos, boca y 0jos)
(Szolcsanyi et al., 2003).

Las vitaminas C y E ayudan a mejorar la actividad antioxidante, reduciendo los niveles de
radicales libres y controlando las reacciones de peroxidacion en el cuerpo humano y, por lo
tanto, reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer
(Navarro et al., 2006).

Se ha reportado que los extractos de C. annuum (habanero, serrano y variedades de morron)
muestran actividad antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de bacterias como Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Salmonella enterica Typhimurium
(Dorantes et al., 2000). Capsicum annuum var. jalapefio muestra una potente actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes (Bacon et al., 2017), una concentracién minima (1.5
mL 100 g) inhibe el crecimiento de S. typhimurium (Careaga et al., 2003).



1.3.6.2 Potenciador de propiedades sensoriales

El uso del chile (también conocido como paprika) como especie o0 condimento, se utiliza para
mejorar el color, sabor y picor en los alimentos (Halikowski-Smith et al., 2015). La
oleorresina proveniente de la paprika es utilizada como sustituto de la paprika molida, debido
a su concentrado (Tepic et al., 2008) y el extracto se clasifica como un aditivo alimentario
(colorante natural) (EFSA, 2015). El polvo de paprika se utiliza para reducir el contenido de
nitritos en la carne, mejorando su color porque disminuye la rancidez oxidativa, lo que resulta
en un retraso de la formacion de mal olor (Bazan et al., 2012).

1.3.6.3 Industrial

Los extractos provenientes de los chiles se utilizan en cosméticos y productos para la salud,
donde usualmente se encuentran como antioxidante, analgésicos, tratamiento para dafios en
la piel, como quemaduras (Telang et al., 2013).

1.4 Factores que afectan el desarrollo de la planta

Las plantas durante su desarrollo interactan con el entorno, donde entran en contacto con
diferentes componentes abidticos como el agua, la luz, radiacion ultravioleta, la temperatura,
el suelo, la salinidad y los productos quimicos como fitohormonas. Todos son factores
determinantes para la biosintesis y acumulacion de compuestos bioactivos de las plantas
(Vermaet al., 2015).

La células, tejidos y 6rganos de plantas sintetizan compuestos bioactivos cuya acumulacion
depende de la etapa de desarrollo (Bartwal et al., 2013), debido a factores que modifican la
diferenciacion de estructuras celulares involucradas en la biosintesis y el almacenamiento de
compuestos (Broun et al., 2006). Ademas, el crecimiento y el desarrollo de las plantas
generalmente son regulados por diferentes condiciones ambientales. La adaptacion de la
morfologia de la planta, la anatomia y las funciones fisioldgicas a los cambios en bidticos y
abidticos puede influir en la acumulacion de metabolitos secundarios (Ma et al. 2010).

1.4.1 Fitohormonas

Las fitohormonas se caracterizan por participar en varias respuestas morfogenéticas y de
crecimiento de manera pleiotrépica. Esto quiere decir, que una misma hormona participa en
diferentes procesos y, ademas, dependiendo de su concentracion puede ser estimulatoria o
inhibitoria de una misma respuesta. Cada respuesta se puede presentar solamente en un tejido
especifico u 6rgano (Srivastava, 2002).



El uso de fitohormonas estd relacionado con el desarrollo de la planta, e induccion y
crecimiento del fruto. De acuerdo con su estructura y funcion fisioldgica, las fitohormonas
han sido clasificadas en varios grupos que incluyen auxinas, citoquininas (CK), &cido
abscisico (ABA), acido giberélico (GA), etileno, acido jasmdnico (JA) y &cido salicilico (SA)
(Kamiya et al., 2010).

1.4.2 Acido giberélico (giberelinas)

Las fitohormonas de la familia de las giberelinas regulan el crecimiento y el desarrollo a lo
largo del ciclo de vida de la planta. EI mecanismo de las fitohormonas de giberelinas se
descubrié cuando se observaba la interaccion de Fusarium fujikuroi, un hongo patégeno de
la planta de arroz, que afecta el crecimiento de la planta infectada, aumentando su longitud
(Hedden et al., 2015). Se han identificado mas de 130 GA en plantas, hongos y bacterias,
pero solo las subunidades GA1, GAs, GAs y GAz7, funciona como hormonas bioactivas
(Binenbaum et al., 2018).

1.4.2.1 Biosintesis del &cido giberélico

La biosintesis de las giberelinas activas ocurre mediante diversas etapas intermedias; por ello,
que resulta dificil localizar el tejido u 6rgano en el que se sintetizan y localizan estas
fitohormonas (Hedden et al., 2012). En la Figura 10, se observa que la biosintesis de
giberelinas en plantas se desarrolla en tres etapas definidas por los érganos celulares: plastos,
reticulo endoplasmico (RE) y citoplasma (Yamaguchi et al., 2008). En el citoplasma, las
enzimas que pertenecen a la familia de giberelina 20 oxidasa (GA200x) y giberelina 3 oxidasa
(GA30x) promueven la conversion de GA1 y GA4 a forma activa (Salazar et al., 2018; Rizza
et al., 2019). Los genes involucrados en la biosintesis de GA se listan en la Tabla 6.

Tabla 6. Genes involucrados en la biosintesis de las giberelinas (GAs).

Enzima Genes
A. thaliana Oryza sativa
ent-Copayl difosfato sintasa CPS OsCPS1
ent-Kaureno sintasa KS OsKS1
ent-kauren oxidasa KO OsKO2
Acido ent- KAO1, KAO2 OsKAO

Kaurenoicooxidasa



GA 20-oxidasa GA200x1, GA200x2, OsGA200x1,
GA200x3, GA200x4, OsGA200x2,

GA200x5 OsGA200x3,
OsGA200x4
GA 3-hidroxilasa GA30x1, GA30x2, OsGA30x1, OsGA30x2

GA30x3, GA30x4

GA 2-oxidasa AtGA20x1, AtGA20x2, 0OsGA2o0x1, OsGA20x2,
AtGA20x3, AtGA20x4, 0OsGA20x3, OsGA20x4,
AtGA20x6, OsGA20x5, OsGA20x6,

OsGA20x7, OsGA20x8,
OsGA20x9, OsGA20x10

Los genes involucrados en la biosintesis del acido giberélico fueron encontrados, caracterizados y
aislados en Arabidopsis thaliana y arroz (Oryza sativa)- (Nagel et al., 2017; Salazar et al., 2018).

Los genes de la biosintesis de las giberelinas se expresan diferencialmente entre los tejidos,
tipos de células y etapas de desarrollo (Mitchum et al.,2006).

Trans-geranil geranil difosfato

Ent - conalil difosfato

Plastidios

Ent - kaureno

Ent - dcido kaurenoico

Acido ent - 7a- hidroxikaurenoico

GA12 aldehido

Reticulo endoplasmico

<<<<<<

N
-lma
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Figura 10. Representacion esquematica del flujo de gibelinas en la planta (Izquierda) y ruta
biosintética, proteinas y estructuras (derecha) (Tomado de Binenbaum et al., 2018).



La familia GA3o0x, que catalizan el paso final en la sintesis, se expresan en brotes y 6rganos
radiculares en crecimiento y alargamiento (Yamaguchi et al., 2001). La expresion de los
genes de la biosintesis de la etapa tardia AtGA3oxl y AtGA3ox2, en embriones en
germinacion, difiere (espacialmente) de la del gen de la biosintesis en etapa temprana AtCPS
(Binenbaum et al., 2018).

1.4.3Acido indolacético (auxinas)

La auxina controla numerosos aspectos del desarrollo de la planta y coordina las respuestas
al medio ambiente, como se observa en la Figura 11. En los meristemos, la auxina regula la
division celular, el alargamiento y la diferenciacion, que conduce a la organogénesis que da
forma a la arquitectura de los brotes y las raices. Los roles vitales de la sintesis y acumulacién
(gradientes de concentracion) de auxina en el crecimiento y desarrollo de las plantas se han
establecido e interpretado, principalmente, como el producto de la accién combinada de
transporte, sefializacion y respuesta de auxinas (Cheng et al., 2006, Cheng et al., 2007,
Stepanova et al., 2008, Tao et al., 2008, Mashiguchi et al., 2011, Stepanova et al., 2011,
Brumos et al., 2018).

Plant growth

Stem cell
maintenance

Vasculature
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Figura 11. La hormona vegetal auxinaes un regulador clave del crecimiento y desarrollo de las
plantas (Tomada de Brumos et al., 2018).

1.4.3.1 Biosintesis de las auxinas

La auxina mejor caracterizada en las plantas, el acido indol-3-acético (I1AA), se produce
predominantemente a partir del aminoacido aromatico L-triptéfano (Trp), a traves del acido
indol-3-piravico (IPyA), en una ruta de dos pasos (Brumos et al., 2014). L-tript6fano (Trp)
se convierte primero en IPyA, por una pequefia familia de triptéfano aminotransferasas. En



en A. thaliana, esta representada por aminotransferasa de triptofanol (TAA1), también
conocida como insensible de etileno débil8 (WEI8) (stepanova et al., 2008), shade avoid (tao
et al., 2008), respuesta del inhibidor de transporte2 (TIR2) (yamada et al., 2009) y
citoquininal (CKRC1) (zhou et al., 2011) y sus paralogos relacionados con la
aminotransferasa de triptéfanol (TAR1) y TAR2 (Stepanova et al., 2008). El IPyA se
convierte en LAA por la familia de flavina monooxigenasas (YUC), que en A. thaliana consta
de 11 miembros, YUC1 a YUC11 (Zhao, 2010).

La mayoria de las auxinas en las plantas se produce en los meristemos apicales del brote, las
hojas jovenes y los capullos y se distribuye rapidamente por toda la planta a través del floema
(Teale et al., 2006). Ademas, la auxina puede moverse mas lentamente de una célula a otra a
través del transporte de auxina polar con la ayuda de los transportadores de entrada de auxina
auxinl (AUX1) / like-aux (LAX), los de flujo de auxina formados (PIN) y abcb/multidrug
resistance (MDR)/phosphoglycoprotein (PGPs) (Adamowski et al., 2015).



JUSTIFICACION

Uno de los productos de origen vegetal que mas se cultiva y consume en México es el chile,
fruto de la planta de Capsicum annuum. La aplicaciéon exdgena de acido giberélico y éacido
indolacético induce el desarrollo de plantas. Sin embargo, el mecanismo molecular que
controla dicho efecto no estd del todo esclarecido. Ademas, se desconoce si dichas
fitohormonas modifican la acumulacion de compuestos fendlicos, carotenoides Yy
capsaicinoides.

Este trabajo de investigacion pretende evaluar el efecto de dichas fitohormonas sobre la
acumulacion de compuestos fendlicos, carotenoides y capsaicinoides en el fruto de plantas
de Capsicum annuum y generar conocimiento sobre genes y proteinas involucrados en el
desarrollo del fruto.



HIPOTESIS

El &cido giberélico (giberelina) y el acido indolacético (auxinas) modifican la acumulacién
de compuestos fendlicos, carotenoides y capsaicinoides en el fruto de plantas de Capsicum
annuum.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el contenido de compuestos fendlicos, carotenoides y capsaicinoides en frutos de
plantas de Capsicum annuum tratadas con acido giberélico y acido indolacético e identificar
genes implicados en el desarrollo del fruto.

Objetivos especificos

1. Cuantificar el contenido de carotenoides, capsaicina y compuestos fenolicos en el
pericarpio y semillas del fruto de plantas de chile crecidas bajo diferentes
tratamientos.

2. Determinar la actividad antioxidante de los compuestos contenidos en el pericarpio
del fruto de plantas de chile crecidas bajo diferentes tratamientos.

3. Identificar mediante bioinformatica secuencias de genes y proteinas involucradas la
pigmentacion y pungencia del fruto.

4. Realizar un perfil electroforético de proteinas en hojas y botones florales de la planta
y semillas y pericarpio del fruto.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las semillas de Capsicum annuum var. jalapefio fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (Campo experimental Bajio).
La siembra se realizd el 6 de junio del 2018 y 26 de enero del 2019 en macetas de 30 cm de
altura con un diametro de 16 cm. Se afiadié una mezcla de arena conformada por 900 g de
sustrato peat most, 300 g perlita y 300 g vermiculita (Hydro Environment, México). Las
plantas se crecieron en invernadero del Tecnoldgico Nacional de México en Celaya con una
temperatura entre 28 a 32 °C y una humedad relativa entre 35.7 y 41.8 %. El riego con agua
(100 mL/planta) se llevo cabo cada tercer dia y con fertilizante (0.5 g/L) (Miracle grow, EE
UU) una vez a la semana durante todo su desarrollo.

2.2 Tratamiento con fitohormonas

Para evaluar el efecto sobre la acumulacion de compuestos fendlicos, carotenoides y
capsaicinoides a partir del uso de fitohormonas, se realizaron cuatro tratamientos, cada uno
incluyo 42 plantas (14 plantas/repeticion). Tratamiento 1, control (agua); tratamiento 2, acido
indolacético (auxinas) (2 mL/L) (Azoo, EE UU); tratamiento 3, &cido giberélico (giberélina)
(5 uM) (Biogib, EE UU); y tratamiento 4, combinacion de auxinas (2 mL/L) y &cido
giberélico (5 puM).

La aspersion de estas fitohormonas se llevo a cabo a los 30 y 45 dias después de la
germinacion de la semilla; donde las plantulas median entre 5-7 cm de altura y constaban con
la formacion de dos hojas. En todos los tratamientos se adiciond fertilizante (0.5 g/L) una
vez a la semana durante todo el desarrollo de la planta.

2.3 Fruto

La recoleccion del fruto se llevé a cabo a los 40 dias después de la antesis de las plantas
(Pesaresi et al., 2014 y Dubey et al., 2019). La semilla se separ6 del pericarpio, que se corto
en piezas pequefas (1 cm aprox.). Las muestras fueron deshidratadas mediante liofilizacion
(-61°C, 1 hPa por 72 h) y secado por conveccion (50 °C durante 48 h), hasta obtener una
humedad relativa del 5%. Las muestras se maceraron y tamizaron (malla nimero 40 con una
apertura 0.425 mm). La muestra se almacend a temperatura ambiente en frascos de vidrio
hasta su extraccion y analisis espectrofotométrico.

2.3 Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizd para evaluar el efecto del acido giberélico y acido
indolacético sobre el desarrollo de la planta e induccién de la formacion del fruto fue un



disefio factorial tipo 22 que consistio en 4 experimentos; la relacion para evaluar el
crecimiento de la planta esta en funcién las variables (&cido giberélico y auxinas), a esto se
le denomino tratamiento (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de los tratamientos (disefio factorial 22).

Parametros

Variables Especificacion
(Concentracion)

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Acido indolacético 2 mL/L
Acido giberélico 5 uM
Acido indolacético 2 mL/L
Acido giberélico 5 uM

El fertilizante de adiciono en todos los tratamientos.

Los analisis para medir el crecimiento de la planta y desarrollo del fruto se realizaron de
manera fenotipica. Las variables que fueron medidas (Tabla 8) incluye la comparacién de
los diferentes tipos de tratamiento y las respuestas mostradas en el desarrollo de hojas, tallo,
botones y fruto (color, tamafio, didmetro, altura y niUmero).

Tabla 8. Seleccidn de tejido.

Tejido Respuestas en el crecimiento
Cualitativas Cuantitativas

Hoja Area Nimero

Tallo - Altura

Boton Perfil electroforético NUmero

Fruto NUmero

Peso (fresco)

Cont. de capsaicina
Cont. de carotenoides
Cont. de comp.fenolicos
Act. antioxidante

Variables para medir el crecimiento en plantas y frutos de chile a partir de la aplicacién exdgena de

fitohormonas.



2.4 Actividad antioxidante
2.4.1 Preparacion de la muestra

La preparacion de muestras del pericarpio y semilla para medir la actividad antioxidante de
compuestos bioactivos se realizd de acuerdo con Campos et al. (2018). Se prepararon
muestras de diferente concentracion (1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/mL) en metanol al 80%
(v/v). Las muestras fueron sonicadas en un bafio de ultrasonido por 15 min a 30 °C.

2.4.2 Prueba de DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl)

El procedimiento se llevé a cabo como describe Brad-Williams et al. (1995), con algunas
modificaciones. La solucién de DPPH fue preparada al 0.1 mM, la curva estandar se realizd
con diferentes concentraciones (0.1, 0.08, 0.06, 0.04 y 0.02 mM) cuya absorcion se midi6 a
una longitud de onda de 514 nm. Se tomd una alicuota de 0.05 mL de extracto, al cual se le
agregé 2.0 mL de DPPH. El tiempo de la reaccion fue tomada en el espectrofotometro
(Genesys version 20.0, EMYR, EE UU) cada 10 min por 1 h en oscuridad. Los resultados se
expresaron en g de extracto seco/g DPPH. EIl porcentaje de DPPH inhibido (% DPPH) se
calculé mediante la ecuacion:

%DPPH = (AC"“"‘” —~ A”‘”es”a) x100

Acontrol

Se ensayaron diferentes concentraciones de muestra para obtener curvas de eliminacion del
radical para calcular los valores de 1Csp.

2.4.3 Ensayo ABTS (2, 2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfonico)

La actividad antioxidante total de la muestra se midié mediante el ensayo de decoloracion de
cationes del radical ABTS (Re et al., 1999). El radical, catién 2,2"-azino-bis acido 2,2"-azino-
bis ((3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) (Sigma-Aldrich, EE UU) se prepar6 a una
concentracion de 7 mM en agua destilada y 2.45 mM de persulfato de potasio (Sigma-
Aldrich, EE UU), dejando que la reaccion se lleve a cabo a temperatura ambiente por 16 h
en oscuridad previo a su uso. El reactivo se ajusté con etanol absoluto al 99 % (v/v) hasta
obtener una absorbancia de 0.70 (x 0.02) a 734 nm. Para la determinacién de la actividad
antioxidante, se mezclaron 0.9 mL del reactivo ABTS con 0.1 mL de alicuotas de muestra a
diferentes concentraciones (1.00-25.00 mg/mL). Se midio la absorbancia a 734 nm después
de 6 minutos de reaccién a temperatura ambiente y se calculo el porcentaje del efecto barrido
de ABTS (Sim et al., 2008):

1 — absorbancia a 734 nm en presencia de la muestra) 100
X

%scavenging = (
ging absorbancia a 734 nm en ausencia de la muestra

Las mediciones a partir de muestras con diferente concentracion se utilizaron para obtener
curvas y calcular los valores de ICsq.



2.4.4 Ensayo de FRAP (Capacidad antioxidante-reduccion férrica)

La capacidad antioxidante de la reduccion férrica se calcul6 usando la metodologia descrita
por Benzie (1996). El reactivo FRAP, se preparé con 10 mmol L ! de 2,4,6-tripiridil-S-
triazina (TPTZ) (Sigma-Aldrich, EE UU) en 40 mmol L * HCI, 20 mmol L * cloruro férrico
(Golden Bell, México) y 300 mmol L * de tampdn de acetato de sodio (Fermont, México) a
pH 3.6 en relacién de 1:1:10 (v/v). Se afiadi6 un extracto (muestra) de 100 puL a 3 mL del
reactivo FRAP y se agito. Después se incubd a una temperatura de 30 °C durante 4 min, y la
absorbancia se medi6 a 593 nm con respecto al blanco de reactivo. Se utilizé una curva patron
de i6n hierro (50-1000 mmol L™) producida por la adicion de sulfato ferroso recién
preparado. Los resultados se expresaron como mol L™* FRAP g de peso seco de la muestra.
La evaluacion del FRAP se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

4 min Abs. 593nmmuestra
4 min Abs.593nmestandardeFe?*

Fe?t = ( ) (Fe*tconcentraciénestandar(mmol/l))

Muestras de diferente concentracion se usaron para obtener curvas ion hierro producido para
calcular los valores de ECso.

2.5 Contenido total de compuestos fenolicos

La extraccion de compuestos fenolicos se realizé como describe Alvarez et al. (2011). A una
muestra de 0.5 g se le adicion6 metanol al 80 %, seguido de una sonicacion (Jeken PS-30,
EE UU) a 60 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se separ0, y al precipitado se le adiciond
10 mL de metanol al 80% en las mismas condiciones. Ambos extractos fueron combinados
y colocados en un secador por conveccion (Binder, serie FD Classic, Alemania) para
evaporar el metanol. El extracto se resuspendio en 10 mL en agua destilada.

El contenido de compuestos fendlicos totales se estimdé como equivalentes de acido galico
con el reactivo de Folin-Ciocalteau como describe Vega et al. (2009). A una alicuota (0,5
mL) de la solucidn del extracto se afiadio 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau. Después de
5 min, se afiadié 2 mL de Na,COsz (200 g/L) y se agito. Finalmente, la absorbancia se midio
en un espectrofotdmetro (genesys version 20.0, EMYR, EE UU) a 725 nm. Se realiz6 una
curva de calibracion de acido galico (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EE
uu).

2.6 Contenido total de carotenoides

La extraccion de carotenoides se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por
Campos et al. (2018). Una muestra de 0.3 g se afiadié 30 mL de acetona manteniendo en
agitacién a 100 rpm por 1 h. La mezcla se filtr6 (Whatman, 100 mm) y el residuo se



resuspendid en 20 mL de acetona en las mismas condiciones. Ambos extractos fueron
transferidos a 30 mL de éter de petrdleo; posteriormente, el extracto fue saponificado con 1
mL al 10% KOH en metanol por 1 h. Finalmente, fue lavado con agua destilada hasta obtener
un pH neutro y secado con Na>SOa.

La concentracion de carotenoides se cuantificd a partir de la absorbancia, utilizando un
espectrometro (genesys version 20.0, EMYR, EE UU), a una longitud de onda especifica de
450 nm. Una serie de diluciones (0.2, 0.1, 0.08, 0.06, 0.04, 0.02 y 0.01 mg/mL) de un estandar
de B-caroteno 93% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) fueron preparadas para obtener la
curva estandar y calcular la regresion.

2.7 Contenido de capsaicinoides

Los extractos del pericarpio y la semilla se prepararon usando etanol al 96 % (v/v) como
disolvente (Maksimova et al., 2016). A una muestra seca de 0.2 g se le adiciondé 25 mL del
disolvente, posteriormente, la muestra se coloco en un mezclador termostato de circulacion
(Brabender T150 Electronic, UK) durante 1 h a 40 ° C. Los extractos fueron filtrados
(Whatman, 100 mm). Finalmente, la solucion fue colocada en un secador por conveccion
(Blinder versién FD Classic, Alemania) a 50° C por 180 min para eliminar el etanol. El
extracto seco se almacend a 4 °C hasta su uso.

La cuantificacion de capsaicinoides (capsaicina) en los extractos se realizo por el método de
espectrofotometria UV/VIS (Perucka et al., 2001). La concentracion de capsaicina se calculo
a partir de la absorbancia, utilizando un espectrémetro (genesys version 20.0, EMYR, EE
UU) a una longitud de onda maxima especifica de 280 nm. Una solucion se prepar6 con un
estandar de capsaicina 63% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y de esta se prepararon
una serie de diluciones (1.00, 0.80, 0.60, 0.40 y 0.20 mg/mL) para obtener una curva y
calcular la regresion. La conversién de miligramos de capsainaa nimero de unidades de
Scoville (SHU, Scoville Heat Units) se realizd como lo sugiere Wall et al. (1998) y Othman
et al. (2011).

2.8 Extraccion de proteinas

Para la extraccién de proteina a partir de tejido de hoja, botdn floral, semilla y pericarpio, se
ensayaron cuatro métodos diferentes:

Método A.- Extraccién por TCA/C como describe Curto et al. (2006). Se pes6 200 mg de
tejido, seguido de una trituracién en un mortero con nitrégeno liquido hasta que se formé un
polvo fino. Se agregé 1 mL TCA-acetona (10% TCA en acetona que contiene 0.07% DTT),
se agitd y se incubd por 2 ha-20 °C. Después, de transcurrir el tiempo, se centrifugd (Hermle
Z200A, EE UU) a 13 000 r.p.m. durante 30 minutos a -4° C. El precipitado se lavé dos veces



con acetona-DTT, y una vez con acetona, y se secé a temperatura ambiente. Se solubiliz6 en
urea 6 M.

Método B.-Extraccion con buffer de PEB siguiendo el método propuesto por Kohli et al.
(2012). Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y el tejido fue pulverizado en
mortero. El tejido pulverizado fue trasferido a un tubo redondo de polipropileno de 14 mL
(Tubo Falcon), y se afiadié 6 mL de PEB (50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM NaCl, 1% SDS
(Dibco BRL, EE UU), 0.1mM DTT y 0.5% B-mercaptoetanol) por cada 1.4 g de tejido y 1.2
uL de PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo) (Sigma, St. Louis, EE UU) a 0.1 M.
Finalmente, se centrifugd a 12.000 x g por 15 min a 4 ° C y el sobrenadante se llevo en un
nuevo tubo.

Método C.- Extraccion con etanol al 70% siguiendo la metodologia propuesta por Zellner et
al. (2005). Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se trituraron. Se pesaron 200
mg de tejido y se afiadieron 800 mL de Etanol al 70% (v/v). Se incubaron durante 2 horas a
-20 °C, y se centrifugo a 10 000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C, finalmente se elimino el
sobrenadante. El sedimento se lavo una vez con etanol desechando de nuevo el sobrenadante,
el pellet se seco a temperatura ambiente. La solubilizacion de proteinas se realizo con urea al
6 M.

Método D.- Se siguio el protocolo propuesto por Wang et al. (2005). Las muestras se
congelaron en nitrogeno liquido y se trituraron. El tejido fue transferido a un tubo de 1.5 mL
con 200 mg de muestra, se afiadio 1 mL de 10% TCA/acetona y se mezclo por inversion. Se
centrifugo a 16 000 x g durante 3 min a 4°C y se descarto el sobrenadante. Se afiadié 1 mL
de metanol al 80% (v/v) conteniendo acetato de amonio al 0.1 M. Se mezcl6 por inversion y
se centrifugo a 16 000 x g durante 3 min a 4°C, el sobrenadante se deseché. Se afiadio 1 mL
de acetona al 80% (v/v), se mezcld por inversion y se centrifugo a 16 000 x g durante 3 min
a 4°C, el sobrenadante se desecho. El pellet se dejé secar a temperatura ambiente durante 15
min. Se afiadié 0.8 mL de fenol estabilizado a un pH de 8, se incubo por 5 min, y se centrifugo
a 16 000 x g durante 3 min a 4°C. La fase superior se transfirié a un nuevo tubo (0.4 m) y se
afiadieron 1 mL de metanol conteniendo acetato de amonio al 0.1 M, dejando incubar por 2
h a -20°C. Finalmente, se centrifugo a 16 000 x g durante 3 min a 4°C, el sobrenadante se
desecho y el pellet se solubilizé en urea al 6 M.

2.9 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de Bradford (Bradford,
1976). Para ello, se preparé reactivo de Bradford, a partir de 100 mg de azul de Coomassie
G-250 (Sigma, St. Louis, EE UU) en 50 mL de etanol al 95 % (v/v) y 100 mL de &cido o-
fosférico al 85 %. La mezcla resultante se aforé con agua destilada a 1 L. La medicion se
llevo a cabo de la siguiente manera: a 100 uL. de muestra se le afiadié 3 mL de reactivo de



Bradford, y la absorbancia fue medida a 595 nm, después de 10 minutos. Se tom6 como
referencia la absorbancia del reactivo de Bradford. Se realiz6 una curva patrén con
concentraciones conocidas de proteina albumina de suero bovino (Sigma, St. Louis, MO, EE
UU) de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.00 mg/mL y se calcul6 la regresion.

2.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimension

Se fraccionaron proteinas mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE (Laemmli et al., 1970). Se afiadieron 3.75 mL del regulador del gel separador, 5 mL
de acrilamida/Bis-acrilamida 30% (19:1) y 6.25 mL de agua destilada estéril en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL. Se adicionaron 75 pL de persulfato de amonio al 10% y 20 uL de
TEMED, la solucion se mezclé suavemente y se vertié en el molde (7.2 cm X 10cm X
1.5mm). Después, se afiadié 1.25 mL del regulador del gel compactador, 0.65 mL de
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% (19:1) y 3.05 mL de agua destilada estéril en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL. Ademas, se afiadio, 50 uL de persulfato de amonio al 10% y 15 uL de
TEMED, y la solucion se vertioé en molde, sobre el gel separador. Se coloco el peine con 10
pocillos sobre el gel compactador, tratando de no introducir aire (burbujas), y se esperd 20
min, para que los geles polimericen a temperatura ambiente. Los geles colocados en un
soporte se llevan a la cubeta de electroforesis, que se llena con buffer de corrida hasta un
nivel que cubra los geles. Las alicuotas de la muestra se colocan en los pozos de los geles, y
se aplica un voltaje de 120 V durante 120 minutos.

Después de la electroforesis, se retiran los geles de la cAmara, y el gel se coloca en un
contenedor con la solucion azul brillante de coomassie durante toda la noche. Finalmente, se
lava el gel con agua destilada estéril para su digitalizacion.

2.11 Analisis in sillico

Para la identificacion de genes y proteinas involucrados en la pigmentacion y pungencia del
fruto se usaron dos bases de datos, TAIR (The Arabidopsis Information Resource) (Garcia et
al., 2002) y NCBI (National Center For Biotechnology information). TAIR provee
secuencias de Arabidopsis thaliana, que se compararon con el proteoma de Capsicum
annuum en NCBI para identificar homologos con ayuda del algoritmo Blastp (Altschul et al.,
1990).

2.12 Disefio de oligonucleétidos

A partir de la secuencia de varios genes que codifican para proteinas que participan en la
pigmentacion y pungencia del chile, se disefiaron oligonucle6tidos usando el programa
Benchling (Almonacid, et al., 2017). En la Tabla 9 se muestra la secuencia de los primers.



Tabla 9. Oligonucledtidos para Real-Time PCR.
Gen Primer 5°-3°

Capsaicina sintasa AGGGCTGAAGTTGTTAGCGCTCT
Capsicum annuum cultivar Thai Hot ACGTTGGCAACTCCATGTCCTGC
acyltransferase (Punl gene)

Fitoeno sintasa TGCTCGATGCTGCTTTGTCCGA
Capsicum annuum (bifunctional 15- AACCCAACCGTACCAGCAACGT
cis-phytoene synthase)

La expresion de los genes de estim6 mediante PCR en tiempo real. Para ello, ARN total se
extrajo e diferentes tejidos de planta y llevo cabo la sintesis de ADNc. El gen que codifica
para gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuya expresion se supone
constitutiva, se uso como control enddgeno. Los niveles de ARNm se estimaron siguiendo
el método comparativo 224t propuesto por Livak et al., (2001).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Rendimiento de plantas y frutos

El efecto de la aplicacion exdgena de fitohormonas sobre el desarrollo de la planta y su
rendimiento se observa en la Tabla 10, en fenotipo de la planta y la forma del fruto estan
mostradas en la Figura 12.

El tratamiento con auxinas increment6 el nimero de botones y longitud y peso del fruto, el
tratamiento con giberelinas mostré mayor efecto en la longitud con 4.21 cm, 0.04 cm de
didmetro del tallo y 49 hojas mas que el control. La combinacién de giberelinas y auxinas no
modificé la longitud y didmetro del tallo; el fenotipo de las plantas fue similar al de las plantas
control (no se agregd ninguna fitohormona). Sin embargo, el rendimiento del fruto
disminuy6 con un total de 6 chiles menos por planta. No hubo cambios significativos en el
namero de frutos por plantas entre el tratamiento control, auxinas y giberelinas, pues los tres
tratamientos mostraron 7 chiles por planta.

Tabla 10. Efecto la aplicacion de fitohormonas sobre el desarrollo y rendimiento de plantas de chile.

Tratamiento Longitud del tallo Diametro del tallo No. No. botones
(cm) (cm) Hojas
Control 14.40 + 0.89° 0.47 +0.04° 59.00 +4.96°  12.00 +1.11°
Auxinas 13.42 + 1.16° 0.42 +0.04° 55.00 +£3.77°  34.00 +2.29%
Giberelinas 18.61 +1.14° 0.51 +0.062 108.00 + 5.33? 20.00 +1.98"
Auxina-Giberelinas  14.91 +0.88° 0.44 +0.05 33.00 + 1.39° 05.00 + 0.90¢
No. Fruto Longitud del fruto Peso del fruto (g)
(cm)
Control 7.00 +2.192 4.00+0.232 7.86 £0.67°
Auxinas 7.00 + 1.522 417 £0.132 8.94 + (0.582
Giberelinas 7.00 +3.132 3.34+0.12° 4.42 +0.14°
Auxina-Giberelinas ~ 1.00 + 1.00° 1.52 +1.00° 0.41 +1.00°

Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p < 0.05y n = 3), prueba de

Tukey.



(C) o auxina-acido giberélico (D) y plantas con los diferentes tratamientos (E).

Las auxinas son la clase principal de fitohormonas que controlan la division celular y el
crecimiento de raices, tallos y frutos (Kazan, 2013). El desarrollo de las plantas, desde el
embrion hasta la flor depende de la acumulacién (gradientes locales) de auxina. En
Arabidopsis thaliana, el incremento en la acumulacion local de auxina conduce a diversos
fenotipos, incluidos los cotiledones epinasticos, el aumento de la dominancia apical del brote,
los peciolos alargados, las raices mas cortas y tricomas. Mientras que la disminucién de la
acumulacion de auxinas lleva a hipocotilos cortos y ramificacion de raiz reducida
(Mashiguchi et al., 2011).

La produccion metabdlica, el almacenamiento y las vias de degradacion contribuyen a regular
los niveles de auxina celular y, por lo tanto, al desarrollo de la planta. Los niveles de acido
indolacético (IAA) en las células vegetales son el resultado de un equilibrio entre transporte,
sintesis, almacenamiento, y mecanismos de degradacion, donde hasta el 25% esta presente
en los tejidos vegetales (Casanova et al., 2019).

El uso de fitohormonas, particularmente el acido giberélico (GAs), conocida como una
hormona de crecimiento, es esencial para controlar diversas actividades fisiolégicas como
floracion, esto se observo al aumentar el namero de botones florales y hojas. Ademas,
permitié la regulacion de la planta a la hoja, la estimulacion de la expansion del area de la
hoja y la germinacion (Gupta et al., 2001; Ouzounidou et al., 2005; Ramesh et al., 2006).

La aplicacion exdgena de GAs retrasa la maduracion de varias especies de arboles frutales;
por ejemplo, el rociado con giberelina en frutos de palosanto (Diospyros kaki), 2 semanas
antes de la cosecha, retrasa maduracion de frutos en el arbol y el ablandamiento de los frutos
después de la cosecha (Ben et al., 1996). En la fruta defresa (Fragraria ananassa), se observa
disminucidn en actividad respiratoria, retraso en sintesis de antocianinas y degradacion de



clorofila. Ademas, se observa un efecto inhibidor en la maduracion del fruto (Sharma et al.,
2008). De forma contraria a investigaciones, el uso del &cido giberélico acelerd la maduracién
de los frutos de jalapefio, obteniendo el estado maduro en menos tiempo que el control.

La manipulacion de las vias de acido giberélico en plantas Capsicum annuum modifica
fenotipo y floracion; se observé una mayor longitud en el tallo y un aumento en el nimero
de botones florales, pero no hubo cambios significativos en el nimero de frutos, dando el
mismo valor que el control. El efecto de la sobreexpresion del gen G20-oxidasa en plantas
transgénicas se explica de dos maneras, en Citrus sinensis el mayor contenido de giberelinas
activas que sobreexpreso el gen, dio como resultado un tallo alargado, pero no afecto la
floracion (Vidal et al., 2001).

Por el contrario, la reduccion en el nivel de giberelina activa en plantas transgénicas que
sobreexpresan el mismo gen GA20-oxidasa resulto en un retardo en la floracion de Nerium
oleander (Ubeda et al., 2006).

La aplicacion de gibelinas y auxinas produce un efecto antagonico. GAs induce el desarrollo
del brote de la planta y la longitud del tallo, pero la adicion de acido 1-naftalenacético
(auxina) en el mismo lugar, inhibe el desarrollo del brote. Sin embargo, la longitud del tallo
se mantiene de manera similar que en el tratamiento control. Esto fue corroborado en pino
silvestre (Pinus sylvestris) y abeto (Picea glauca) (Little et al., 2003). El desarrollo del fruto
no mostrd cambios significativos en kiwi chino (Actinidia chinensis) (Hopping, 1976).

3.2 Secado de la muestra

Se compararon los dos métodos de secado. Ambos, secado por conveccion y secado por
liofilizacion, se aplicaron en frutos del tratamiento control donde se mantuvo la relacion 1:1
(en gramos usados) para cada proceso (Grafica 1). En el proceso de liofilizacién, los
compuestos fendlicos, carotenoides y capsaicinoides se conservan hasta un 12% mas en el
pericarpio y semillas, debido a que el proceso se realiza al vacio y baja temperatura, evitando
el paso por su fase liquida.

En consecuencia, los cambios enzimaticos, biol6gicos y quimicos se controlan, manteniendo

la composicion cuantitativa. En el proceso de conveccion, se usa un horno que eleva la
temperatura, esto elimina entre el 12 % en capsaicinoides y 34 % en compuestos fendlicos
del contenido de compuestos bioactivos. El incremento en la temperatura funciona como un
acelerador en la degradacion, modificando la estructura de los compuestos (Sagar et al.,
2010).



Compuestos bioactivos en Capsicum annuum

1.5
A. Liofilizacién

@ B. Secado por conveccion

Concentraciéon (mg / g de muestra seca)

Capsaicinoides Compuestos Carotenoides
fenolicos

Gréfica 1. Estimacion del contenido de algunos compuestos bioactivos en muestras de C. annuum
secadas mediante dos métodos diferentes. Abreviacion, LF, proceso de secado por liofilizacion y SC,
proceso de secado por conveccion.

La reduccion de compuestos bioactivos es mayor en el secado por conveccion que en el
secado por liofilizacion, presentandose una perdida mayor de 6% en compuestos fenolicos,
46.2% en carotenoides y 15.3 % en capsaicinoides, en comparacion con el otro método. Esto
también se observa con otras investigaciones donde el contenido de acido ascorbico se reduce
del 50 al 90 % después de usar temperaturas entre 50 y 90°C (Daood et al., 2006; Vega et al.,
2009). El contenido del caroteno capsantina es mayor en muestras secadas mediante
liofilizacion (Topuz et al., 2011) en comparacion con muestras secadas por conveccion. Este
método induce degradacion de carotenoides debido a la formacion de isomeros cis por
temperaturas elevadas (Minguez-Mosquera et al., 1994). Los capsaicinoides como capsaicina
y dihidrocapsaicina presentan una menor degradacién en muestras liofilizadas en las
condiciones -70°C, 40 mm Hg, con respecto a muestras secadas por conveccion, que puede
reducirlos desde 21 al 24 % (Topuz et al., 2011).

3.3 Actividad antioxidante

Ensayos como DPPH, ABTS y FRAP permiten determinar la capacidad antioxidante que
tienen los compuestos bioactivos presentes en el pericarpio y semilla del fruto (vitaminas,
carotenoides, polifenoles, otros), que actian como una mezcla. El valor de 1Cso y ECso
representa la concentracion minima inhibitoria que requiere una muestra en términos de



concentracion para reducir al 50% el radical o un complejo formado entre iones Fe (111) y el
reactivo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina).

En este estudio, se siguieron los tres métodos para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos bioactivos; encontrar una concentracion minima (mg/mL) que permita reducir el
50% de la actividad de un radical o un complejo en el menor tiempo. Para ello, se ensayaron,
tejidos de pericarpio y semillas del fruto de Capsicum annuum variedad jalapefio. Se observo
muestras liofilizadas (Grafica 2) y muestras secadas mediante conveccion (Grafica 3). En
el pericarpio del fruto existe una mayor acumulacion de los compuestos bioactivos, siendo el
promedio de 5 mg/g mas en este tejido, de tal manera que la cantidad de muestra (mg/mL)
que se requiere para alcanzar la concentracion minima inhibitoria es menor comparada con
la de semilla.
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Graéfica 2. Valor IC50 (ABTS Y DPPH) y EC50 (FRAP) en muestras liofilizadas de plantas de chile
tratadas con fitohormonas.

En el ensayo DPPH, es conveniente para el analisis de capacidad antioxidante de cisteina,
glutatién, acido ascérbico, tocoferol, compuestos arométicos polihidroxilados (Masahiro et
al., 2005), incluyendo compuestos tanto hidrofilos como lipéfilos (Prior et al., 2005). El
ensayo ABTS, permite medir principalmente la actividad antioxidante de polifenoles
(Olszewska et al., 2009), acidos fendlicos (Ma et al., 2011) y flavonoides (Khanama et al.,
2012). El ensayo de (FRAP) permite medir la capacidad antioxidante como los polifenoles,
flavonoides, vitaminas y enzimas como glutation peroxidasa y superoxido dismutasa
(Hidalgo et al., 2017).
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Gréfica 3. Valor IC50 (ABTS Y DPPH) y EC50 (FRAP) en muestras secadas por conveccion de
plantas de chile tratadas con fitohormonas.

El ICso y ECso en muestras de plantas tratadas con auxinas fue menor que el control. Esto
indica un aumento en actividad antioxidante. 52 % y 19 % para DPPH, 23 % y 13 % para
ABTS, y 0.8% y 0.6% para FRAP en muestras de pericarpio liofilizadas y secadas por
conveccion, respectivamente (Tabla 11 y 12).

Tabla 11. Cantidad de muestra liofilizada necesaria para alcanzar el valor 1Csy y ECso.

Tratamiento con 1Cso DPPH 1Cs0 ABTS ECso FRAP
fitohormonas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Pericarpio
Control 25.98+0.06° 13.13+0.09° 10.14+0.01°
Auxinas 13.62+0.07° 10.16+0.03" 10.05+0.01°
Giberelinas 13.31+0.06° 8.78+0.07°¢ 9.01+0.00°
Auxina-giberelinas 1000+~ 100.0 +~ 100.0 =~
Semilla
Control 43.92+0.05° 14.06+0.07° 13.68+0.03"

Auxinas 46.22+0.06 15.53+0.01° 19.16+0.08?



Giberelinas 27.06+0.08° 11.15+0.03¢ 9.20+0.04°¢

Auxina-Giberelinas n.d n.d n.d

n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p <0.05
y n = 3), con prueba de Tukey. *EI tratamiento en combinacion con auxinas y giberelinas no alcanz6
el ICso y ECso, porcentaje de inhibicion del radical fuel8.02 % DPPH y31.66 % ABTS, y para la
formacion del complejo de ion Fe*? en FRAP 40.76 %.

La aplicacidn de auxinas incrementa la concentracion de compuestos bioactivos, que eleva
la actividad antioxidante presente en el fruto. En el caso de la semilla liofilizada, existe una
pérdida de compuestos bioactivos como lo demuestra el ICso y ECso; se requiere mas cantidad
de tejido que el control. Es decir, hubo una disminucion que va desde el 5.2 % hasta el 40.05
% de compuestos que reaccionan con los diferentes radicales. En semilla secada por
conveccidn se observo mayor actividad antioxidante que en el control, el incremento va desde
4.8 % hasta 35%.

El adicionar auxinas en plantas con fruto disminuye la maduracion, tanto en frutas
climatéricas (Zaharah et al., 2012) como no climatericas (Symons et al., 2012; Teribia et al.,
2016). Sin embargo, promueven el aumento en la actividad de las enzimas con capacidad
antioxidante como superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. Estas proteinas
regulan los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sergiev et al., 2019) en
Arabidopsis thaliana (Pasternak et al., 2005) y trigo (Triticum aestivum L.) (Skrzypek et al.,
2007). En microalgas verdes, aumentan los niveles de ascorbato total (53 al 70%) y glutation
(20 al 35%) (Piotrowska et al., 2014).

El tratamiento de giberelinas incremento6 la actividad antioxidante del fruto (pericarpio y
semillas); el 50 % de la inhibicién del radical se alcanza con una menor cantidad de muestra
que el control (Tabla 11 y 12). En el pericarpio liofilizado o secado por conveccion, el
porcentaje de actividad antioxidante aumenté un 48.7 % y 57.2 % en DPPH, 33.1 % y 20.6
% en ABTS, y 11.14 %y 7.05 % para FRAP, respectivamente. En semilla liofilizada o secada
por conveccion, el porcentaje aument6 un 38.3 % y 28.4 % en DPPH, 20.6 % y 35.7 % en
ABTS, y 32.0 % y 32.33 % en FRAP, respectivamente.

Se han reportado modificaciones cuantitativas de los compuestos bioactivos en frutos al
adicionar acido giberélico a las plantas antes de la antesis. Sin embargo, no siempre se obtiene
la misma respuesta; en algunas investigaciones se reporta un incremento de actividad
antioxidante en frutos como bugula (Ajuga integrifolia) (Abbasi et al., 2020), mora (Rubus
ulmifolius) (Colak, 2018), fruta del bosque (Alrashdi et al., 2017). Otros estudios reportan
disminucion de actividad antioxidante en cerezas (Prunus avium) (Ozkan et al., 2016) y
ciruelas japonesas (Prunus salicina Lindl) (Erogul et al., 2015).



Tabla 12. Cantidad de muestra secada mediante conveccion para alcanzar el valor ICsp y ECso.

Tratamiento con 1Cso DPPH 1C50 ABTS ECso FRAP
fitohormonas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Pericarpio
Control 44.59+0.07% 13.55+0.08? 12.90+0.09%
Auxinas 36.27+0.04° 11.70+0.03" 12.08+0.04°
Giberelinas 18.79+0.09° 9.26+0.08° 11.99+0.09°
Auxina-Giberelinas n.d. n.d. n.d.
Semilla

Control 48.95+0.08° 18.30+0.05° 18.68+0.05°
Auxinas 40.69+0.07" 11.90+0.00° 17.77+0.05°
Giberelinas 35.01+0.05° 11.7640.01° 12.64+0.01°
Auxina-Giberelinas n.d. n.d. n.d.

n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p <0.05
y n = 3), con prueba de Tukey.

La literatura sugiere que los carotenoides y las clorofilas estan involucrados en la actividad
antioxidante de los pimientos (Alvarez et al., 2011; Ornelas et al., 2013). Sin embargo, la
actividad antioxidante de los pimientos también se ha atribuido a otros compuestos,
principalmente compuestos fendlicos (Yamaguchi et al., 2001).

Varios estudios han demostrado que los pimientos completamente maduros muestran mayor
actividad antioxidante (Howard et al., 2000; Cervantes et al., 2014).

3.4 Contenido de compuestos fenolicos

Las muestras de plantas tratadas con fitohormonas mostraron diferencias en la cantidad de
compuestos fendlicos (mg equivalentes de acido galico), el pericarpio y semilla de plantas
tratadas con acido giberélico presentaron mayor contenido. De forma contraria, las muestras
de plantas tratadas con &cido indolacético o con acido giberélico e indolacético mostraron
cambios significatios en la acumulacion de estos compuestos, mostrando en la Tabla 13 el
andlisis de varianza (ANOVA) y en la Tabla 14 el contenido total de fenoles presentes en el
fruto.



Tabla 13. Analisis de varianza en diferentes tejidos del chile jalapefio.

Tipo de Fuente DF Suma de Cuadradode  F-Valor P
Muestra cuadrados la media evaluado
Pericarpio Modelo 3 2.345 0.7817 18178 <.0001
liofilizado Error 8 0.0003440 0.00004300
Total 11 2.345
correcto
Pericarpio Modelo 3 2.261 0.7537 34388 <.0001
secado por Error 8 0.0001753 0.00002192
conveccion Total 11 2.261
correcto
Semilla Modelo 3 1.356 0.4522 27968 <.0001
liofilizada Error 8 0.0001293 0.00001617
Total 11 1.357
correcto
Semilla Modelo 3 1.199 0.3998 311 <.0001
secada por Error 8 0.0001027 0.00001283
conveccion Total 11 1.200
correcto

Anova para la medicién del efecto de tratamientos con fitohormonas.

Después de aplicar un disefio factorial uno, el uso de una fitohormona (como variable) tiene
significancia para el experimento, ya que F-valor es alto (valor mayor que 1), quiere decir
que la varianza entre los tratamientos es mayor que la varianza del error que se ha establecido
de 0.05, con lo cual se puede afirmar que el uso de fitohormonas exdgenas modifica la

acumulacion de compuestos fenolicos.

Tabla 14. Contenido de fenoles totales (mg acido galico equivalente /g de muestra seca) en diferentes
tejidos del fruto (chile jalapefio) de plantas tratadas con fitohormonas.

Tratamiento Secado por % Distribucion Secado por % Distribucion
liofilizado conveccién
Pericarpio
Control 1.00 +0.00° 3.48 0.96 +0.00° 8.52
Auxina 0.97 £ 0.00° 5.04 0.91 £ 0.00° 11.92
Giberelinas 1.44 +0.00° 90.40 1.09 + 0.00° 79.55
Giberelinas-auxinas ~ 0.21 +0.00° 1.07 n.d. 0
Semilla
Control 0.82 +0.00° 12.64 0.63 £ 0.00° 2.96
Auxina 0.60 £ 0.00° 4.00 0.74 +0.00° 20.35
Giberelinas 0.98 £+ 0.00° 80.05 0.78 £ 0.00 76.38



0.09 +0.09 3.30 n.d. 0

Giberelinas-auxinas

d.b.: Peso en base seca; n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican
diferencia significativa (p < 0.05y n = 3), prueba de Tukey.

Las especies del género Capsicum son ricas en compuestos fendlicos, metabolitos
secundarios que se encuentran en las plantas como resultado de su adaptacién al estrés biético
y abidtico (Hallmann et al., 2012; Silva et al., 2014; Mokhtar et al., 2015; Dias et al., 2016).
La importancia de los compuestos fendlicos recae en su actividad antioxidante, sugiriendo
que estos compuestos son los principales responsables de dicha actividad en los pimientos.

La diversidad de los compuestos fendlicos se ha investigado ampliamente, en términos de
sus propiedades medicinales, como la prevencién del cancer, la aterosclerosis y la actividad
antiinflamatoria (Jeong et al., 2011; Diaz et al., 2016).

En la literatura se reporta que los flavonoides son la principal clase de compuestos fenolicos
presentes en chiles (Mudric et al., 2017). Existen factores que pueden influir en la
acumulacion de estos compuestos en frutos de Capsicum, como la deficiencia de nutrientes,
el tipo cultivar, la radiacion UV o un aumento en los niveles de estrés causados por los
patogenos (Howard et al., 2000; Rao et al., 2000; Meckelmann et al., 2015).

La clasificacion basada en el contenido de flavonoides clasifica los alimentos como bajos
(0.1-39.9 mg/kg), moderados (40-99.9 mg/kg) y altos (> 100 mg/kg) (Nascimiento et al.,
2014). En comparacion con otras frutas como la menta silvestre (Mentha longifolia) y uvas
(Vitis vinifera), que generalmente presentan concentraciones altas, los polifenoles presentes
en pimientos picantes contienen un nivel moderado (Nagyet al., 2015).

La aplicacion de acido giberélico tiene un efecto sobre el contenido de compuestos fendlicos
de Chlorella minutissima, un alga verde. Los cultivos tratados con esta fitohormona (10, 6,
10 y 5 M) tuvieron un mayor contenido de acido p-hidroxibenzoico (Stirk et al., 2019). Esto
también, se observo en cultivos de Ajuga integrifolia, una planta que pertenece a la familia
Lamiaceae; una mayor concentracion de GAz (5.0 mg/L induce acumulacion de flavonoides
(Abbasi et al., 2020).

En las semillas de lenteja (Lens culinaris), los tratamientos con GAz y acido indolacético
aumentaron significativamente el contenido de é&cido galico en comparacion con el
tratamiento control (Giannakoula et al., 2012). En guisantes (Pisum sativum L..), la aplicacién
de la auxina acido naftalenacético no presenta incrementos significativos de los compuestos
fendlicos (Sergiev et al., 2019).



La aplicacion de auxina exdgena en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) aumenta la
acumulacion de compuestos fendlicos volatiles, como fenilacetaldehido (1,57 veces), 2-
feniletanol (1,56 veces) y benzoato de metilo (1,75 veces). Ademas, se inhibe la produccion
de 1-hexanol (56,59%), 1-nitro -2-feniletano (23.74%), cianuro de bencilo (45.69%) y 2-
isobutiltiazol (35.18%), entre otros (Wu et al., 2018).

3.5 Contenido de carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales se estim6 por medio de un andlisis de varianza (Tabla
15) en dos tejidos diferentes del fruto del chile: pericarpio y semillas (Tabla 16). La
aplicacion de fitohormonas como el acido indolacético y &cido giberélico, increment6 la
acumulacidn de carotenos totales en ambos tejidos; dos y tres veces en cuantia que el control,
respectivamente. La combinacién de las dos fitohormonas reduce hasta cerca de 2.5 veces el
contenido de carotenos totales en el pericarpio y 4.6 en la semilla, con respecto al control.

Tabla 15. Andlisis de varianza en diferentes tejidos del chile jalapefio.

Tipo de Fuente DF Suma de Cuadradode  F-Valor P
Muestra cuadrados la media evaluado
Pericarpio Modelo 3 3.83873958 1.27957986 464.30 <.0001
liofilizado Error 8 0.02204731 0.00275591
Total 11  3.86078689
correcto
Pericarpio Modelo 3 1.33835745 0.44611915 575.52 <.0001
secado por Error 8 0.00620127 0.00077516
conveccion Total 11 1.34455872
correcto
Semilla Modelo 3 0.25389979 0.08463326 1131.02  <.0001
liofilizada Error 8 0.00059863 0.00007483
Total 11 0.25449842
correcto
Semilla Modelo 3 0.25166384 0.08388795 69233.5  <.0001
secada por Error 8 0.00000969 0.00000121
conveccion Total 11 0.25167353
correcto

Anova para la medicién del efecto de tratamientos con fitohormonas.

Después de aplicar un disefio factorial uno, el uso de una fitohormona (como variable) tiene
significancia para el experimento, ya que F-valor es alto (valor mayor que 1), quiere decir
que la varianza entre los tratamientos es mayor que la varianza del error que se ha establecido
de 0.05, con lo cual se puede afirmar que el uso de fitohormonas exdgenas modifica la
acumulacion de carotenoides.



Tabla 16. Contenido de carotenoides totales (mg/g d.b. de B-caroteno equivalentes) en el pericarpio
fruto de chile jalapefio en plantas tratadas con fitohormonas.

Tratamiento Secado por % Distribucion Secado por % Distribucion
liofilizado conveccion
Pericarpio
Control 0.61+0.01° 16.37 0.39+0.01° 21.36
Auxina 1.16+0.04° 31.05 0.52+0.03" 28.34
Giberelinas 1.73+0.09° 46.23 0.93+0.03% 50.00
Giberelinas-auxinas  0.23 +0.02¢ 3.35 n.d. 0
Semilla
Control 0.08 +0.00° 10.77 0.07 £ 0.00° 10.25
Auxina 0.30 £ 0.00° 39.09 0.26 +0.00° 37.95
Giberelinas 0.36 +0.012 47.81 0.36 + 0.00? 51.80
Giberelinas-auxinas  0.01 +0.00¢ 2.32 n. d. 0

d.b.: Peso en base seca; n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican
diferencia significativa (p < 0.05y n = 3), con prueba de Tukey.

La estabilidad de los carotenos en el proceso de deshidratacion del pericarpio es menor en el
secado por conveccidn que en el proceso de liofilizacion, pero los niveles de reduccion
difieren. En el tratamiento control, la reduccion es del 35%, en el tratamiento con auxinas es
55.3 o giberelinas es 46.2 %. En la semilla, los valores se reducen en 14.4 % en el tratamiento
control, 12 % en auxinas y 1.6 % en giberelinas.

Los compuestos que confieren pigmentacion a los frutos de Capsicum son carotenoides, pero
estos también pueden estar relacionados con el contenido de glucosa durante la maduracion
(Thuphairo et al., 2019). El perfil y su acumulacion difieren en las especies debido a las
condiciones de crecimiento, parte del fruto, maduracion, practicas de cosecha y postcosecha
(Carvalho et al., 2015; Bernstein et al., 2016; Olivares et al., 2016).

El contenido de carotenos en pimientos rojos es 1,310 mg/100 g aprox. siento la mayor fuente
de B-caroteno reportado; comparado con otros frutos. La circuma (Curcuma longa) contiene
60 ng/100 g y el clavo (Syzygium aromaticum) 70 pg/100g, siendo bajas cantidades de -
caroteno (Kandlakunta et al., 2008). En chiles jalapefios, el contenido de neoxantina,
capsantina, violaxantina, zeaxantina y p-criptoxantina es 0.7-9.3 veces mayor que en
pimientos no pungentes (Deli et al., 2001). La acumulacion de carotenoides reportada es 68
+ 3 pg/g (capsantina), 34 + 3 pg/g (violaxantina), 29 + 0 pg/g (zeaxantina), 11 £ 1ug/g (B-
criptoxantina), y provitamina A 161 + 2ug/g (Silveira et al., 2017).



Se ha reportado que la aplicacion de auxinas exdgenas en tomate (Solanum lycopersicum)
inhibe degradacion de clorofila y produccion de etileno, pero aumenta la acumulacion de
carotenoides (Wu et al., 2018). La aplicacion del &cido indolacético en té (Camellia sinensis)
(Zhanget al., 2020) es efectiva contra la toxicidad causada por cadmio disminuyendo su
contenido. Ademas, aumenta el contenido de clorofila a, clorofila b y carotenos hasta un
39.8%, 33.6% y 29.4%, respectivamente. Esté comportamiento se observo en alimentos
como trigo (Genus triticum) (Agami et al., 2013), fenogreco (Trigonella foenum graecum)
(Bashri et al., 2016) y tomate (Solanum lycopersicum) (Khan et al., 2019).

La aplicacion de GAs en la cianobacteria Microcystis aeruginosa aumenté el crecimiento y
mejord la absorcion de nitrégeno, la acumulacion de proteinas, pigmentos y el contenido de
la toxina microcistina (Pan et al., 2008). En Nostoc linckia, una cianobacteria de agua dulce
o terrestre, se observa una reduccion en el contenido de carotenos, clorofila a y b (Mansouri
et al., 2016).

3.6 Contenido de capsaicinoides

En este estudio, el contenido de capsaicionides, en el pericarpio y semilla, se analizé la
varianza (Tabla 17) para determinar el cambio en su acumulacion, a partir de la aplicacion
de fitohormonas y su estabilidad durante el secado (Tabla 18) Los resultados muestran que
la combinacion de acido giberélico y &cido indolacético induce la acumulacion de capsaicina
(0.910 mg/qg); tres veces mas que el tratamiento control. El tratamiento de acido indolacético
0 &cido giberélico muestra un aumento significativo mayor que el control, respectivamente.

Los capsaicinoides se producen en las especies pungentes de Capsicum (chile, pimienta de
cayena, pimiento rojo, jalapefio, chiltepin) cuyo contenido varia de 0.1 mg/g a 2.5 mg/g
(Parrish et al., 1996). Red chill contiene 309.3 ug/g, green pepper 1.0 ug/g (Othman et al.,
2011) y chiltepin 0.29 umol/kg (Bajel et al 2015). De manera general, las variedades de
pimiento de Capsicum annuum, C. frutescens y C. chinense contienen 0.22 a 20 mg de
capsaicinoides totales/g de peso seco (Thomas et al., 1998). En otro estudio, el contenido de
capsaicina y dihidrocapsaicina es 1.32 y 0.83 mg/g de peso seco, respectivamente (Lopez et
al., 1996).

Tabla 17. Andlisis de varianza en diferentes tejidos del chile jalapefio.

Tipo de Fuente DF Suma de Cuadradode  F-Valor P
Muestra cuadrados la media evaluado
Pericarpio Modelo 3 0.69750953 0.23250318 189412 <.0001
liofilizado Error 8 0.00000982 0.00000123
Total 11 0.69751935 189412
correcto

Modelo 3 0.21642476 0.07214159 118752 <.0001



Pericarpio Error 8 0.00000486 0.00000061
secado por Total 11 0.21642962
conveccion correcto

Semilla Modelo 3 0.06919484 0.02306495 954.02 <.0001
liofilizada Error 8 0.00019341 0.00002418

Total 11 0.06938826

correcto
Semilla Modelo 3 0.12381102 0.04127034 30551.8 <.0001
secada por Error 8 0.00001081 0.00000135
conveccion Total 11 0.12382183

correcto

Anova para la medicién del efecto de tratamientos con fitohormonas.

Después de aplicar un disefio factorial uno, el uso de una fitohormona (como variable) tiene
significancia para el experimento, ya que F-valor es alto (valor mayor que 1), quiere decir
que la varianza entre los tratamientos es mayor que la varianza del error que se ha establecido
de 0.05, con lo cual se puede afirmar que el uso de fitohormonas exdgenas modifica la
acumulacion de capsaicinoides.

Tabla 18. Contenido de capsaicina (mg/g d.b.) en diferentes tejidos del fruto de chile jalapefio, secado
por conveccion o liofilizado, de plantas tratadas con fitohormonas.

Tratamiento Secado por % Distribucion Secado por % Distribucion
liofilizado conveccion
Pericarpio
Control 0.30 + 0.00¢ 16.35 0.27 £0.00° 29.60
Auxina 0.35 +£0.00° 17.95 0.30 + 0.00° 33.43
Giberelinas 0.39 + 0.00° 19.95 0.33 £0.002 36.90
Giberelinas-auxinas  0.91 +0.002 45.83 n.d. 0
Semilla
Control 0.270 + 0.00° 23.08 0.19 +£0.00° 27.90
Auxina 0.17 + 0.00¢ 15.00 0.23 + 0.00° 34.84
Giberelinas 0.34 + 0.00° 30.00 0.25 +0.002 37.10
Giberelinas-auxinas  0.37 = 0.002 32.00 n.d. 0

n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p <0.05
y n = 3), con prueba de Tukey.

El contenido de capsaicina en fruto de chile (mg/g) se convirtié en unidades Scoville (SHU)
para clasificarlos de acuerdo con los niveles de pungencia (Tabla 19). Las unidades Scoville
son un factor de dilucién para capsaicinoides en la cual la sensacién de ardor (pungencia)
perceptible es minima (Collins et al., 1995; Wall et al., 1998). Hay cinco niveles de



pungencia clasificados, no pungente (0 — 700 SHU), ligeramente pungente (700-3,000 SHU),
moderadamente pungente (3,000 — 25,000 SHU), muy pungente (25,000 — 70,000 SHU) y
muy altamente pungente (> 80,000 SHU) (Weiss, 2002). La pungencia del jalapefio es de
leve a moderado, tiene un rango de 500 a 5,000 SHU (Kang et al., 2013).

Tabla 19. Estimacion de pungencia (Unidades Scoville, SHU) en diferentes tejidos del fruto de chile
jalapefio, secado por conveccion o liofilizado, de plantas tratadas con fitohormonas.

Tratamiento Liofilizado Secado por conveccion
Pericarpio
Control 4 848 +0.00¢ 4 336 + 0.00°
Auxina 5712 +0.00° 4 880 + 0.00°
Giberelina 6 320 +.00° 5392 + 0.00°
Giberelina-auxina 14 560 £ 0.00? n.d.
Semilla

Control 4 464 £ 0.00° 3072 £0.00°
Auxina 2 768 + 0.00¢ 3824 +0.00°
Giberelina 5504 + 0.00° 4 048 £ 0.00°
Giberelina-auxina 5920 £ 0.00? n.d.

n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p < 0.05
y n = 3), prueba de Tukey.

3.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se compararon diferentes metodologias para la extraccion de proteinas. EI método A
(Extraccion por TCA/C como describe Curto et al. (2006)), método B (Extraccion con buffer
de PEB siguiendo el método de Kohli et al. (2012)), método C (Extraccidn con etanol al 70%
de acuerdo con Zellner et al. (2005)) y método D (Protocolo universal y rapido propuesto por
Wang et al. (2005)).

En la Figura 13, se muestran las fracciones proteicas y sus aislamientos obtenidas por
diferentes métodos de extraccion, observados mediante la electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), a partir de 200 mg de tejido, el cual se tifid en Azul de
coomassie.



Figura 13. Perfil de proteina total de plantas control. Método A, 3 y 6; método B, 4 y 5; método C,

8, 9y 10 y método D, 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE).

A partir de la seleccion de métodos de extraccion de proteina, se ensayaron diferentes
cantidades (mg/mL) de muestra, obtenida de botones florales de plantas del tratamiento
control, para estimar el rendimiento mediante la metodologia de Bradford (1989) (Figura
14).
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Figura 14. Perfil electroforético de diferentes concentracionesde muestra control (proteina total)
obtenida de botones florales mediante el método de Bradford (1989). Marcador de tamafio (1), 0.026
mg/mL (3), 0.410 mg/mL (5), 0.216 mg/mL (6), 0.650 mg/mL (7), 1.10 mg/mL (8) y 1.14 mg/mL
(9). Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

En la Tabla 20 se muestra una estimacion de las proteinas contenidas (nimero de bandas) en
los extractos obtenidos de muestras de cada tratamiento. Se ensayaron 0.70 mg/mL de
proteina soluble. En la Tabla 21, se indica el peso (kDa) estimado de cada banda, y

finalmente en la Figura 15, se muestra el fraccionamiento de proteinas en geles de
poliacrilamida.



Tabla 20. Nimero de bandas en el gel (separador) de poliacrilamida.

Tratamiento No. de bandas
Control 14
Auxinas 09
Giberelinas 16
Auxinas-giberelinas 14

Ndmero de bandas analizadas.

Tabla 21. Masa molecular estimado (kDa) de las fracciones proteicas obtenidas a partir de la
electroforesis SDS-PAGE para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos con fitohormonas.

Tratamientos con fitohormonas

Control Auxinas Giberelinas Auxinas giberelinas
73.58 73.63 82.43 73.89
65.24 58.24 73.33 69.32
51.48 51.23 57.15 64.24
48.97 45.75 51.97 51.89
45.75 39.49 50.59 50.06
42.16 33.24 48.51 43.77
40.00 29.42 44.25 40.08
38.84 26.00 39.91 37.34
34.09 23.01 33.34 32.34
29.68 31.49 29.06
28.17 29.37 26.08
26.12 27.51 24.36
24.50 26.35 21.76
23.05 24.27 17.84

21.26
17.62

Pesos moleculares detectados utilizando el software CLIQS 1D Pro (TotalLab, UK).



En la Figura 15, se muestran las diferentes fracciones proteicas (bandas) de muestras
obtenidas de plantas tratadas (aplicacion exdgena de fitohormonas), a través de los cuales
fueron calculados sus pesos moleculares. Se determinaron los pesos moleculares de cincuenta
y tres bandas, aproximadamente. Cinco de ellas (o fracciones proteicas) con pesos
moleculares de 73, 51, 40, 33 y 29 kDa se encontraron en la misma posicién en las 4 muestras,
incluyendo el control. Presumiblemente, estas fracciones no fueron afectadas por la
aplicacion de los acidos giberélico e indolacético.

Por otra parte, 6 bandas parecen exclusivas de plantas tratadas porque no se observan en el
control. El tratamiento con é&cido giberélico y el tratamiento que combind los &cidos
indolacético y giberélico present6 tres bandas en la misma posicion con pesos 50, 21y 17
kDa, respectivamente. El tratamiento de acido indolacético se observé una banda de 23 kDa,
que no esta presente al combinar ambos tratamientos. El &cido giberélico present6 una banda
de 82 kDa, y finalmente, la combinacién de ambos tratamientos presento una nueva banda
de 69 kDa.
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Figura 15. Comparacion de perfiles proteicos de extractos obtenidos de botones florales para evaluar
el efecto de la aplicacion de fitohormonas. Marcador de tamafio (1), Control (2), auxinas (3),
giberelinas (4) y combinacion de giberelinas-auxinas (5). Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE.



Muchas proteinas han sido reportadas e identificadas en hojas, botones florales y semillas en
la especie de Capsicum annuum. Algunas de ellas, estdn involucradas en procesos
metabdlicos, organizacion celular, biogénesis, regulacion de procesos bioldgicos, defensa y
transporte de nutrientes (Tabla 22).

Tabla 22. Proteinas reportadas en hojas y botones florales de Capsicum annuum.

Nombre de la proteina Peso molecular (kDa)

ATP sintasa subunidad beta 53.9

54.1
ATP sintasa CF1 cadena alfa 48.3
ATP sintasa CF1 subunidad alfa 47.2
ATP sintasa cadena D 19.2
Formato deshidrogenasa, mitocondrial 34.0
Alfa-manosidasa 47.0
Triosa fosfato isomerasa isoforma citosolica 24.9

Rubisco subunidad grande de union a proteinas subunidad beta, 58.1
rubisco cloroplastico

Proteina estabilizadora de cloroplasto de manganeso I 32.7

Polipéptido del complejo evolutivo de oxigeno del fotosistema 20.4
I

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 34.1
Polifenol oxidasa F 58.3
Glutation S-transferasa 57.9
Tiorredoxina 24.6
Glutamina sintetasa 34.0
Adenosina quinasa isoforma 1T-like proteina 34.0
Anexina cap32 29.8
Actina 34.0

47.0

Glutelina 31.2



Supuesta proteina de reparacion de ADN RAD23-4 48.8

Supuesta cafeoil-coa 3-O-metiltransferasa 26.0
Aleno 6xido ciclasa 20.8
Beta-xilosidasa 85.6
Peroxidasa 34.4
Endoquitinasa &cida Q 27.6
Proteasa similar a subtilisina 79.0
Glucano Endo-1,3-beta-D-Glucosidasa 38.4
Endoquitinasa &cida pcht28 27.3
Nodulina temprana 35.7
Ribonucleasa MC 345
Acetilajmalan esterasa 41.2
CO(2) -responsa secretada proteasa 81.2
Subtilisina 83.7

82.9

81.8
Quinasa receptora de embriogénesis somatica 21.3
Peptidilprolil isomerasa 23.6
Factor de alargamiento 1-alfa 49.3
Triosa fosfato isomerasa 27.1
Malato deshidrogenasa 36.1
Aspartil proteasa 47.9

46.3
Alfa-L-fucosidasa 55.8
Endoquitinasa 34.6
Zingipain -2-like 38.4
Proteinasa aspartica 46.4

Alfa-amilasa 48.1



Reticulina oxidasa

Proteina 10 relacionada con la patogénesis (CA)
Alfa-xilosidasa

Glucano endo-1,3-beta glucosidasa

Pectina acetilterasa

Pectinesterasa

Proteina asociada al choque térmico
Proteina similar a la germina

Pin-I1 tipo inhibidor de proteinasas

Miraculina

Defensina especifica de flores

Proteina de transferencia de lipidos no especifica
Probable carbohidrato esterasa
Beta-galactosidasa

Aspartil proteasa

Inhibidor de poligalacturonasa 1

Supuesta amidasa

Proteina de union a auxina

Proteina foliar relacionada con la patogénesis
Proteasa secretora béasica

Proteina relacionada con la desecacion
Alpha-glucosidase

Proteina P21

Proteinas inhibidoras de la poligalacturonasa

Proteina de transferencia de lipidos no especifica

62.8
17.3
104.7
52.9
44 .4

64.5
63
60.1

71.2
21.6

28.7
28.5

25.0
9.5
13.3
29.5
92.5
52.4
36.7
54.2
22.0
17.4
25.3
37.8
100.8
25.1
29.8
155



Endoquitinasa

Endoquitinasa &cida
Carboxipeptidasa
Alfa-L-arabinofuranosidasa
Carboxipeptidasa

Globulina

L-ascorbato oxidasa

Ceramidasa neutra

Transcetolasa cloroplastica

Prolina

Superoxido dismutasa

Proteina relacionada a la maduracion
Glicoproteina secretada especifica de la epidermis
Inhibidor de la cisteina proteinasa
Ribulosa bisfosfato carboxilasa
Glucano-endo-1,3-beta-glucosidasa
Capsantina / capsorrubina sintasa
Hidroximetil clorofila A reductasa
Ribulosa bifosfato carboxilasa cadena grande
Fructosa-bisfosfato aldolasa
Ferredoxina-NADP reductasa
Histona H2A

Proteina fibrilina 1

Miembro de la familia 2 de aldehido deshidrogenasa B4, tipo

mitocondrial

Isoforma X3 de pirofosfoquinasa tipo ribosa fosfato 4

Transcetolasa 1

37.0
27.8
57.1
74.0
55.4
46.8
59.8
85.7
80.9
25.8
28.2
28.8
33.7
12.9
20.5
37.9
56.6
52.9
30.2
42.0
40.4
12.5
35.2
58.5

40.9
80.1



Ribulosa bifosfato carboxilasa cadena pequefia 17.05
Tomado de Mahajan et al. (2013); Wu et al. (2013); Jaswanthi et al. (2019).

Los efectos de auxina (acido indolacético) y giberelinas (acido giberélico) afectan procesos
fisioldégicos y moleculares similares. Algunas de las proteinas involucradas en la regulacion
de estas hormonas han sido reportadas en Arabidopsis thaliana y arroz (Oryza sativa). Muchas
han sido analizadas y cuantificadas mediante 2D-GE (Tabla 23 y 24).

Tabla 23. Efectos de acido indolacético exdgeno sobre el proteoma de Arabidopsis thaliana.

Nombre de la proteina Peso molecular (kDa)
TCP-1, proteina 1 del complejo T de chaperonina, subunidad teta 58.9
eEF-1B gamma 2, factor de alargamiento de la transcripcion 46.4
TUA4 /| TUBAA4, cadena tubulina alfa-4 49.5
TUA4 /| TUBAA4, cadena tubulina alfa-2 49.5
ADK2, adenosina quinasa 2 37.8
rbcL, RuBisCO, subunidad grande 52.7
RHM1, biosintesis de ramnosa 1 75.4
PGK1, fosfoglicerato quinasa 1 42.6
GAPC, glicelaldehidoe-3-fosfato deshidrogenasa 36.9

"~ Tomado de Slade et al., 2012.

Tabla 24. Efectos de acido giberélico exdgeno sobre el proteoma de Oryza sativa.

Nombre de la proteina Peso molecular (kDA)
Glutamil-tRNA reductasa 58.9
Enolasa 51.8
Precursor de isoforma pequefia RuBisCO activasa 39.8
Proteina similar a la isoflavona reductasa 334
Fosfoglucomutasa 63.1
Putativo GST (OsGST) 25.6

Fructoquinasa putativa Il 35.5



Cisteina sintasa 33.9

Proteina similar a la isoflavona reductasa 33.5
Ascorbato peroxidasa 27.1
NDPK 16.8
Subunidad beta de piruvato deshidrogenasa E1 39.8
GSH-Dehidroascorbato reductasa dependiente 23.6
OsPR-10 17.0
b-Expansién 29.2
Fructoquinasa supuesta 34.7
VDAC 29.2
26S-subunidad reguladora de proteasa 4 homologo 49.6
Caffeoyl -CoA 3-O- methyltransferase 27.8
S-adenosilmetionina sintetasa 43.2

Tomado de Kim et al., 2008; Wen et al., 2010.

3.8 Efecto de la aplicacion exdgena de fitohormonas en perfiles transcripcionales

Los resultados mostraron que la aplicacion exdgena de las auxinas interfiere
significativamente en la acumulacién de metabolitos secundarios involucrados en pigmentos,
compuestos volatiles y pungencia.

La literatura sefiala que hay en los cambios en perfiles transcripcionales observados en tomate
(Solanum lycopersicum), los cuales muestran que los niveles de expresion de muchos genes
involucrados en el proceso de sefializacion de auxinas cambiaron significativamente durante
el periodo de maduracién, implicando su participacion en el proceso de maduracion (Kumar
etal., 2011; Liu et al., 2011).

La investigacion de Li y colaboradores (2017), sefialan que se inhibe en la expresion de los
principales genes SIPSY1 y SICRTISO de la via del metabolismo de los carotenos en la etapa
temprana de la maduracion de la fruta, al igual que SIPDS1 y SIZDS, los cuales codifican
dos desaturasas (fitoeno desaturasa y [-caroteno desaturasa, respectivamente), donde su
expresion esta reprimida. La expresion de SIRIN y SICNR, dos factores de transcripcion
relacionados con la maduracién se regulan negativamente. De forma contraria, los patrones
de expresion de SILCY-B, SIGLK2 se inducen mientras que SILCY-¢ y SIGR no muestran



diferencias significativas y; los niveles de transcripcion de SIARF4y SIAP2a en las muestras
tratadas con auxina fueron menores que en las muestras de control.

También se ha encontrado que los factores de transcripcion clave relacionados con la
maduracion RIN, GR y CNR tienen efectos positivos sobre la degradacion de la clorofila y
la sintesis de B-caroteno, CLK2 induce la acumulacion de clorofila en el fruto del tomate
(Fujisawa et al., 2013; Powell et al., 2012).

Chen 'y colaboradores (2015) analizaron los cambios fisioldgicos y transcriptomicas en frutos
de fresa (Fragaria ananassa) cosechados en respuesta a auxinas, esta aplicacion retraso el
proceso de maduracion de las fresas después de la cosecha. A nivel molecular, la auxina
exdgena regulaba positivamente las expresiones de genes relacionados con la sefializacion
de IAA, incluidos AUX / IAA, ARF, TOPLESS y genes que codifican la proteina ligasa de
ubiquitina E3 y anexina, y genes regulados negativamente relacionados con la
despolimerizacion de pectina, degradacion de la pared celular, sacarosa y biosintesis de
antocianinas. En la fruta de fresa, la auxina suprime la expresion de los genes 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenasa FANCED1, FaNCED2 y FaCYP707A1 que participan en la
biosintesis del acido abscisico (Ji et al. 2012). Su investigacion reveld que solo habia 153
genes que se transcribieron significativamente diferente en las frutas tratadas, entre ellos, 111
genes estaban regulados positivamente y 42 genes regulados negativamente. Dos genes de
anexina que codifican putativamente (comp44021 cO y comp44021 cl) aumentaron
sustancialmente; el gen comp53054_c0, que codifica para una supuesta proteina ligasa de
ubiquitina E3, se regula negativamente mientras que otro gen similar a la ligasa de la proteina
ubiquitina E3 (comp46194 c0) se regula positivamente. De manera similar, los niveles de
transcripcion de tres supuestos genes de quinasas similares a receptores (comp51887_cO0,
comp52501 y comp47297_c0) disminuyeron mientras que la transcripcion dos genes de
quinasa similares a receptores putativos (comp51143 cO, comp47443 c0) aumentaron
significativamente su expresion.

Otra clase de genes expresados significativamente tras el tratamiento con auxinas fueron los
genes relacionados con proteinas de choque térmico. EI gen comp43575 se induccién 3,9
veces mas, este codifica una proteina de choque térmico similar a arg2. Arg2 es un gen de
proteina de choque térmico inducido por IAA en hipocotilos de frijol mungo (Vigna radiata)
(Yamamoto et al. 1992).

Los niveles de transcripcidn de algunos genes relacionados con la degradacion de la pectina
y de otros componentes de la pared celular asociados con el ablandamiento estaban
significativamente elevados, aumentando la expresion de comp48185 c0 y comp54649 cO,
los cuales codifican la supuesta xilosiltransferasa 1 (XT1) y xiloglucano
endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH), respectivamente.

Su investigacion, también sefiala que los genes comp54082 c0 y comp49931 cO que
codifican proteinas que tienen actividad acetil-CoA-carboxilasa que cataliza la formacion



dependiente de ATP de malonil-CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato (Ohlrogge y
Jaworski 1997), fueron reguladas significativamente a la baja. Sin embargo, el gen que
codifica butirato-CoA sintasa fue regulada positivamente. La transcripcion de un supuesto
gen de la familia de la b-cetoacil-CoA sintasa (KAS) (comp55300 c0) aumento
notablemente en 8,4 veces, que codifica una enzima que cataliza la sintesis de cadenas de
acilo saturadas largas de acido graso (Fofana et al. 2004). El gen similar al citocromo P450
86B1 (comp39724_c0) que codifica la proteina que posee la actividad de la x-hidroxilasa de
acidos grasos asociada con la sintesis de suberina, se duplicé. La auxina exdgena también
disminuyo la transcripcion del gen comp42246 cO que codifica la sacarosa sintasa cuya
actividad aument6 con el aumento de la concentracién de sacarosa durante la maduracion de
las fresas. Ademas, comp48366_cO0 que codifica fenilalanina amoniaco-liasa (PAL) se reguld
negativamente bajo, el cual posee actividad de glicosiltransferasa 4 (FaGT4) (Given et al.,
1988a).

El glutation S-transferasa (GST) participd en el metabolismo durante la senescencia de la
fruta (Shi et al. 2014), hubo tres genes GST putativos (comp43212_c0, comp38169 cO0,
comp44552) incrementados (Shi et al. 2014).

La publicacién de Liu y colaboradores (2018), mostraron que la expresion de los genes
relacionados con el ciclo y la pared celular es modificada por tratamientos con &cido
giberélico; el ciclo celular esta regulado principalmente por dos clases ¢ de reguladores, CDK
y ciclinas; las ciclinas de tipo A, B y D regulan principalmente las fases S y G2/M8 (Inzeé et
al., 2006) , y las CDK de tipo B se expresan especificamente en la fase G2 y M42 (Breyne et
al., 2002); su estudio concluyo que 33 genes, incluidas las CDK de tipo B, las ciclinas A, B,
D y U vy las ciclinas especificas de G2/mitdticas, estan reguladas positivamente. La pared
celular estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y pectina, ademas de proteinas que
influyen en la expansion celular (Bashline et al., 2014), la expansina A (EXPA) y B (EXPB)
pertenecen a las familias a y B-expansina, respectivamente, EXPB3-like y cinco EXPAS se
regularon significativamente al alza en frutas partenocarpicas inducidas. Dos genes similares
a endo-1,3; 1,4-beta-D-glucanasa tenian niveles de expresion disminuidos, mientras que
cuatro genes de glucomanano 4-beta-manosiltransferasa tenian niveles de expresion
significativamente aumentados en ovarios partenocarpicos y polinizados. Las enzimas
xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH) desempefian un papel crucial en la
promocion de la expansion celular mediante el desmontaje del xiloglucano, y la expresién de
varios XTH se incrementd, con XTH8, XTH9, XTH31 y XTH32 significativamente
regulados positivamente en ovarios partenocarpicos y ovarios. Los genes que codifican
GA20x que inactivan GA, el gen que codifica la proteina DELLA similar a GAIl
(LOC103943039) se regula negativamente.

En zanahorias (Daucus carota), la aplicacion de GA disminuye los niveles de transcripcion
de genes que codifican GA20-oxidasa y GA3-oxidasa, pero aumenta los de genes que



codifican GA2-oxidasa. En las raices, hay un incrementd la expresion de DcKS, DcGA20x1,
DcGA20x2 y DcGA20x3 pero reduccion los niveles de ARNm de DcKO, DcGA200x1 y
DcGA200x2. En los peciolos, la aplicacion exdgena de GA3 redujo los niveles de ARNm de
DcKS, DcKO, DcKAO1, DcGA20x1, DcGA20x2 y DcGA20x3 pero no alterd
significativamente los niveles de expresion de DcGA200x1, DcGA200x2 y DcGA3ox1. En
las hojas, hay un incrementd en la expresion de DcGA20x1, pero existe una reduccion en la
expresion de DcKS y DcGA200x2. También, hay regulacion negativa de DcGID1b y
DcSLY1 y positiva de DcDELLA, DcSPY y DcSHI. En los peciolos, solo reguld
negativamente DcGID1c y DcPICKLEL (Wang et al., 2015).

La reduccién del tamafio de los frutos, el grosor del pericarpio y el tamafio de la placenta de
ven afectadas por de SIPREZ2, este gen es inducible por acido giberélico y su expresion se ve
afectada por la aplicacidn de las giberelinas Zhu et al., 2019).



CONCLUSIONES

1. Aplicacion exdgena de auxinas (acido indolacético) induce desarrollo de la planta,
mayor nimero de botones, y fruto, mayor longitud y peso.

2. Aplicacién exdgena de giberelinas (acido giberélico) induce desarrollo de la planta,
mayor cantidad de hojas, longitud y didmetro del tallo, pero disminuye longitud y
peso del fruto.

3. Aplicacién exdgena de auxinas o giberelinas no modifica el rendimiento de frutos por
planta, con respecto al control.

4. Aplicacion exdgena de auxinas y giberelinas induce la formacion de botones estériles.

5. EIl secado por conveccion elimina un porcentaje mayor de compuestos bioactivos
presentes en el pericarpio y semillas en comparacion con el secado por liofilizacion.

6. La aplicacion exdgena de acido giberélico (giberelinas) induce mayor acumulacion
de fenoles y carotenos totales, que la aplicacion de &cido indolacético (auxinas).

7. La combinacion de &cido indolacético y giberélico incrementa la acumulacion de
capsaicinoides.

8. El fruto proveniente del tratamiento con la aplicacion &cido giberélico presenta una
mayor actividad antioxidante; alcanzando el ICso y ECso con una menor
concentracion.

9. La aplicacién exdgena de fitohormonas como 4&cido indolacético y giberélico
modifica el perfil electroforético en botones florales de la planta Capsicum annuum.



PERSPECTIVAS

1. Realizar un anélisis 2D para identificar proteinas diferenciales en tejidos de plantas
tratadas con fitohormonas.

2. Realizar extraccion de ARN total a partir de tejidos de plantas crecidas en
tratamientos diferentes, para retrotranscribir los ARN a ADNc usando transcriptasa
reversa y asi, evaluar la expresion mediante PCR en Tiempo real de los genes en
tejidos de plantas crecidas bajo los diferentes tratamientos.

3. Analizar la expresion de los genes PUNL1 (capsaicina sintasa) y PSY1 (fitoeno sintasa)
involucrados en la pungencia y pigmentacion, respectivamente, en botones florales y
semillas de los diferentes tratamientos.

4. Analizar la expresion del gen CaMF5, involucrado en los procesos para producir
polen fértil en las angiospermas, desarrollando botones fértiles, en botones florales
de plantas tratadas con ambas fitohormonas, auxinas y giberelinas.
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