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RESUMEN GENERAL

Los productos de origen quimico en el control de enfermedades en alimentos de origen vegetal
causadas por hongos fitopatdégenos, antecede ya a varios afos. Su uso ha llevado a un
incremento de la contaminacién ambiental, resistencia de patégenos y complicaciones en la
salud. Como una alternativa se presenta el uso de extractos de plantas que presentan
propiedades antifungicas y son una fuente de compuestos bioactivos que pueden ser benéficos
a la salud. En este sentido, el fruto del chiltepin (Capsicum annuum var.glabriusculum) que se
encuentra presente en el Estado de Sonora representa una alternativa viable que podria ser
considerada en el control de hongos fitopatdégenos debido a la presencia de compuestos
bioactivos. En el presente estudio, el analisis de los extractos de los frutos de Chitepin por
HPLC permitid la deteccidn de los siguientes carotenoides: capsantina y a-caroteno. Asi mismo,
se identificaron los acidos fendlicos: galico, caféico, y ferulico. En el caso de los flavonoides, el
analisis del extracto de Chiltepin permitio la identificacién de los siguientes compuestos:
naringenina, y quercetina. Por otra parte, los extractos de saponinas, compuestos fendlicos y
carotenoides de Chiltepin obtenidos mostraron un efecto diferencial sobre el crecimiento y
germinaciéon de esporas de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, dos hongos de
importancia horticola. La presencia de estos metabolitos secundarios en Chitepin indica el
posible potencial de esta planta para ser usada en la obtencién de compuestos bioactivos con

aplicacion en el drea de control de enfermedades poscosecha.



CAPITULO I

1.1. INTRODUCCION

El empleo y uso de productos de origen quimico para el control de enfermedades en
alimentos de origen vegetal, causado por hongos fitopatégenos, antecede ya a varios afios. Sin
embargo, gran parte de los fungicidas quimicos utilizados a llevado a una resistencia a
patégenos, contaminacién al ambiente y complicaciones en la salud humana a través de
enfermedades crénico- degenerativas (Palacios- Nava y Moreno- Tetlacuilo, 2004).

Una alternativa para la proteccion a los ecosistemas y la salud humana contra el riesgo
asociado a plaguicidas, es el empleo de productos de origen natural o extractos vegetales,
debido a la presencia de fitoquimicos que ademas de ser biodegradables, son menos dafinos al
ser humano (Kumar et al., 2008). Para México, las especies vegetales del género Capsicum (C.
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum, C. pubescens) han sido caracterizados por su
alto consumo; que en conjunto se les considera una excelente fuente de compuestos
bioactivos, sustancias bioldgicamente activas (vitaminas, polisacdridos, saponinas, polifenoles,
terpenoides, isoflavonoides, indoles) confiriéndoles a la especie su color, sabor y aroma
(Menichini et al., 2009; Hernandez-Ortega et al., 2012)

Los compuestos bioactivos constituyen un importante grupo de metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas como parte del proceso de adaptacion a las condiciones de estrés

abidtico y bidtico (Ghasemnezhad et al., 2011).



Aunque no son considerados nutrientes esenciales para la vida, si poseen un amplio
rango de funciones tal como: anticancerigenos, antimutagénicos, antimicrobianas y
antioxidantes (EL-Gendy et al., 2010; Boulekbache-Makhlouf et al., 2012).

En la regidon Noroeste de México una de las especies de Capsicum con importancia
econémica es el Chiltepin (C. annuum var. glabriusculum). Su gran aceptacién en la cocina
mexicana ha motivado el desarrollo de estudios que abordan aspectos de propagacion in vitro,
variabilidad genética, fitopatologia y efecto de fertilizantes organicos (Votava et al.,, 2002;
Valadez-Bustos et al., 2009; Pagan et al., 2010).

No obstante, estudios referentes a C. annuum var. glabriusculum sobre su actividad
antioxidante y antimicética asi como la identificacién, cuantificacién y aplicacién de sus
compuestos bioactivos son escasos. Por lo que el presente trabajo de investigacidon pretende
evaluar la actividad antioxidante y antimicdtica de compuestos bioactivos presentes en

extractos de Chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum).

1.2. HIPOTESIS

12.1. Hipétesis General

La especie Capsicum annuum var. glabriusculum, (Chiltepin) presenta compuestos
bioactivos que afectan los procesos de esporulacion y desarrollo de Alternaria alternata y

Fusarium oxysporum, hongos de importancia horticola en México, bajo condiciones in vitro.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

» Evaluar la actividad antioxidante y antimicética de los compuestos bioactivos presentes

en extractos de Chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum).

1.3.2. Objetivos Particulares

» Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, carotenoides totales, color
extractable y capacidad antioxidante en extractos acuosos obtenidos de frutos de

chiltepin (C. annuum var. glabriusculum)

» Identificar los compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides) y carotenoides en
extractos de chiltepin (C. annuum var. glabriusculum) por medio de cromatografia

liqguida de alta resolucion (HPLC).

» Determinar el efecto antimicético de extractos de C. annuum var. glabriusculum
mediante ensayos in vitro en la inhibicién del crecimiento micelial y germinacion de

esporas de fitopatdgenos causantes de enfermedades de poscosecha.



CAPITULO I

IMPORTANCIA DEL CHILTEPIN (Capsicum annuum var. glabriusculum) Y COMPUESTOS

BIOACTIVOS EN EL GENERO Capsicum

RESUMEN

El Chiltepin es uno de los recursos naturales de México. Se han realizado esfuerzos para
propagar a las plantas de Chiltepin, sin embargo su domesticacion ha sido complicada. Estudios
recientes involucran el uso de fitohormonas como el acido giberélico, el cual esta implicado
directamente en el control y promocidn de la germinacion de las semillas del Chiltepin. Por otra
parte, la actividad bioldgica de los extractos de las diferentes especies del género Capsicum en
el control de microorganismos esta relacionada con la presencia de compuestos bioactivos
como saponinas, compuestos fenolicos y carotenoides presentes en sus frutos. Adicionalmente,
factores como el tipo de cultivar, estado de madurez, condiciones de cultivo y manipulacién
poscosecha pueden afectar la actividad bioldgica en los frutos de las especies de Capsicum.
Estudios futuros deben ser encaminados en la evaluacién del impacto de las condiciones
edafoclimadticas en el contenido y actividad biolégica de los compuestos bioactivos en las

especies del género Capsicum.

Palabras clave: chile Chiltepin, compuestos bioactivos, actividad antioxidante, actividad

antimicrobiana



2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CHILTEPIN

El género Capsicum es considerado un ingrediente indispensable en la preparacion de
alimentos. A nivel mundial tiene un alto impacto en la industria farmacéutica, alimentaria y de
tipo cosmético (Valadez- Bustos, 2009). Capsicum sp es considerado uno de los cultivos
vegetales de mayor importancia para México (Castafidon- Ndjera, 2011), por la generacion de
empleos y un alto derrame econdmico, producto de este tipo de labores agricolas. La FAO
(2006) establece una derrama econdmica producto de estas actividades agricolas a nivel
mundial de US $ 2, 811, 590, 000, mientras que en México es de US S 576, 690, 000. Aunque
México es considerado el centro de origen y pais a nivel mundial con la mayor diversidad
genética, son China, Turquia, y E.U., los principales paises productores (Valadez- Bustos, 2009).
Dentro de los cultivos horticolas, las diferentes especies de chile son considerados uno de los
vegetales mds importantes a nivel nacional, lo que ha permitido cubrir diferentes necesidades

bioldgicas en la sociedad (Aguilar-Meléndez, 2006).

El Chiltepin es uno de los recursos naturales de la regién noroeste de México. En la
sierra sinaloense alcanza un valor comercial de $100.00 pesos mexicanos por 250 g
aproximadamente, ya que su cosecha implica internarse en la selva baja caducifolia y recorrer
kilbmetros para poder obtenerlo (Araiza-Lizarde et al.,, 2011). Ademds, las personas de la
region que lo colectan lo obtienen sin ninguna técnica, pues extraen la planta en su totalidad

desde la raiz, lo que ocasiona una menor produccion en la siguiente temporada de cosecha.



De acuerdo a Pedraza-Robles y Gémez (2008), durante la época de mayor oferta llega a
desplazar a otros tipos de chile por su agradable sabor y grado de pungencia. Ademds su
precio puede variar de $40 hasta $800 por kilogramo, llegando a alcanzar hasta 40 veces el
valor de los chiles serranos y de los chiles jalapenos.

En un seguimiento de precios del fruto de Chiltepin desde 1998 a la fecha, Medina-
Martinez et al. (2006), reportaron que éste ha alcanzado precios promedio de $ 70.00 por un
kilo en fresco (verde), y para 1999 fue de $ 60.00 en el mercado regional. De manera adicional,
un segundo sondeo en el mercado regional para enero del 2001 y hasta junio del 2002, las
colectas se vieron disminuidas en términos reales debido a |la aleatoridad de las precipitaciones
y la presencia de altas temperaturas (hasta 42°C en la zona de estudio), lo cual incrementd el
precio del Chiltepin seco a un promedio de 400 a 450 pesos por kilogramo.

2.2. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DEL CHILTEPIN

Los hallazgos mas antigtios del Chiltepin se remontan al siglo XVI, en donde Baltasar de
Obregdn en 1584, se refiere a la presencia del Chiltepin como espesura de montes, entretejido
con tunales silvestres y arboles espinosos. Posteriormente, Ignacio Pfefferkorn en 1756 hace
referencia sobre la existencia de dos especies vegetales, una de indole doméstica y la otra de
tipo silvestre, asi como la diferencia de picor entre ambas; refiriéndose a esta ultima como
Chiltepin (Bafiuelos, 2008). La especie presenta un amplio rango de distribucién, desde la parte
sur de E.U. hasta el norte de Sudamérica (Hernandez- Verdugo et al., 2001; Votava et al.,

2002).



Tewksbury et al. (1999), reporta su distribucién para México por la parte del Pacifico
(desde Sonora hasta Chiapas) asi como del Golfo (desde Tamaulipas hasta la peninsula de

Yucatan).

La taxonomia de la planta de chile corresponde a la division Magnoliphila; clase
Magnoliopsida; orden Solanales; familia Solanaceae; género Capsicum. Este género es uno de
los mas grandes de la subfamilia Solanoideae, con 1250 especies, su taxonomia es compleja
debido a la variabilidad de las formas existentes en las especies cultivadas y a la diversidad de
los criterios utilizados en su clasificacion. Los frutos del género Capsicum, esta formado por mas
de 200 variedades con cinco principales especies: Capsicum annuum, Capsicum baccatum,
Capsicum chinense, Capsicum frutescens, y Capsicum pubescens (Menichini et al., 2009). Entre

estas variedades se encuentra Capsicum annuum var. glabriusculum (Banuelos et al., 2008).

En México, el nombre mas comun para referirse a Capsicum annuum var. glabriusculum
(Heiser y Pickersgill) es el de Chiltepin; aunque tiene una amplia variedad de nombres como:
chile piquin, chile pico de paloma, chile de monte, pajaro pequeio, chile mosquito, diente de
tlacuache, milchili, ululte entre muchos mas (Long, 1998). El Chiltepin es una planta perenne de
altura entre 1y 2 metros, crece de manera silvestre en suelos franco arenosos, cuyo fruto es
una baya redonda de 3- 6 mm de didmetro y crece en forma eréctil (Montoya- Ballesteros,

2010).



Generalmente es una planta compacta redonda de 1.5 metros de diametro, con hojas
de peciolos delgados de 1 a 2.5 cm de largo, estrechamente alados, limbos ovados a
lanceolado-ovados, de 1 a 4 cm de ancho y de 2 a 6 cm de largo; flores solitarias con caliz de 1.5
a 2 mm de largo; corola blanca de 6 a 9 mm de diametro; los frutos son bayas globosas 6
elisoidales de 6 a 8 mm de diametro; las semillas son amarillas de 2.5 a 3 mm (Coronado et al.,
2013). En estado inmaduro los frutos del chiltepin presentan una coloracidn verde para
después tornarse a color rojo. Las plantas alcanzan su madurez reproductiva entre los seis y
diez meses de edad, teniendo una etapa de floraciéon en los meses de mayo a agosto y la
fructificacién de junio a octubre (Gentry, 1942). La planta vive en lugares serranos, depende de
una temperatura entre 15 y 30 °C, luz (fotoperiodo de 14 horas oscuridad y 10 horas luz),
humedad relativa entre 75-100% (Villaldn et al., 2013). Para su dptimo crecimiento requiere de
una vegetacion denominada matorral arborescente de tipo espinoso en selvas bajas
caducifolias (Montoya — Ballesteros, 2010). Por otra parte, Nabhan et al. (1990) establece el
desarrollo de la especie en sitios montafiosos cercanos a margenes de arroyos y cafiones, bajo
la proteccidn de arboles. Estos datos concuerdan con lo establecido por Bafiuelos et al., (2008)
quien hace referencia a una asociacion vegetal tipica de la var. glabriusculum hacia plantas
nodrizas que crean un microclima que favorece la sobrevivencia de las plantulas, tal como
Tepeguaje (Lysiloma watsonii), Mezquite (Prosopis velutina), Cumaro (Celtis reticulata) y el

Garambullo (Celtis pallida) principalmente; esto para la regiéon de Sonora.



Aun cuando se han realizado esfuerzos para propagar a las plantas de Chiltepin, su
domesticacién ha sido complicada. Esto debido a que el chiltepin requiere de cierto tipo de
suelo, humedad y sombra, condiciones que solo se las brinda el medio ambiente natural. El
Chiltepin que se siembra en maceta no tiene la forma, el color, el tamano ni el sabor de los que

se dan en la sierra (Bafuelos et al., 2008).

No obstante, la semilla puede germinar en un ambiente natural después de haber sido
previamente ingerida por las aves, pasando por su tracto digestivo y defecarlas, contribuyendo
de esta manera a su distribucion y germinacion (Banuelos et al., 2008). Las semillas de Chiltepin
pueden presentar una latencia exdgena por la presencia de compuestos quimicos en la cubierta
externa de la semilla, los cuales inhiben la geminacién. Por lo que el consumo del fruto y el paso
de las semillas por el tracto digestivo de las aves, “lava” los inhibidores de la testa permitiendo
su germinacion. Este tipo de latencia se ha observado en las semillas de pitaya agria
(Stenocereus gummosus), por lo que para germinar deben ser ingeridas por aves como el pdjaro
carpintero (Melanerpes uropygialis) (Rojas-Aréchila et al., 2001). Nota: “Aréchila” no coincide

con la referencia

En condiciones experimentales, la germinacién varia segun los diferentes pardmetros
fisico-quimicos (temperatura, humedad, luz y fitohormonas). Estudios recientes involucran el
uso de fitohormonas como el acidé giberelico (AG), el cual esta implicado directamente en el
control y promocién de la germinacién de las semillas. En este sentido, Hernandez (2004),
evalué el efecto de 500 ppm de acido giberélico sobre semillas de Chiltepin en cajas de petri,

enriguecidas con agar.

10



Se observo que las semillas tratadas con acido giberélico en condiciones de 10 horas (h)
luz, germinan en un 45.43%. Similares resultados fueron reportados por Araiza-Lizarde et al.
(2011), quienes demostraron un incremento en la germinacidon de las semillas del 90% al
emplear una dosis de 400 ppm por 20 h, confirmando la efectividad del acido giberélico . No
obstante los estudios sobre germinaciéon de Chiltepin en México, muestran resultados
contrastantes. Estudios realizados por Almanza (1998) encontraron que el uso de dosis de 10
ppm de AG en la germinacion de semillas de Chiltepin, los porcentajes de germinacion fueron
alrededor del 4%. En contraste, Ramirez-Meraz et al. (2003), emplearon 5 000 ppm de AG y
lograron un 66% de germinacién, mientras que Hernandez-Verdugo et al. (2006), encontraron
menor efectividad con 250 y 500 ppm de AG, con promedios de 46 y 43% de germinacidn en
dos afios estudio con semilla de chile silvestre. Por su parte, Garcia-Federico et al. (2010),
demostraron que el tratamiento de semillas de Chiltepin con productos comerciales de AG e
hidrotermia provocaron un efecto benéfico en dos variantes de la calidad fisiolégica de la
semilla chile piquin (germinacién y vigor de la semilla). Asi mismo, De la Rosa et al. (2012),
reportan que la exposicion previa de semillas de chile simojovel a NaCl, y subsiguiente
tratamiento con dacido giberélico (300 ppm), incrementd significativamente la germinacion de
dichas semillas (91.75%). Finalmente, estudios encaminados a evaluar el efecto de las
fitohormonas sobre la calidad del fruto y compuestos biactivos presentes en Chiltepin son

necesarios.
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Estudios realizados por Vergara (1982) demostraron que el uso de fitohormonas en
concentraciones de 100 a 500 ppm, pueden favorecer el desarrollo de plantulas de Chiltepin

con malformaciones, con bajo vigor y muerte en los primeros dias.

2.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN EL GENERO Capsicum

Los chiles son ampliamente consumidos en el mundo en forma de alimentos y como
aditivos en la industria alimentaria. Las especies de Capsicum han sido ampliamente utilisados
en el tratamiento de diversas enfermedades o malestares como artritis, reumatismo,
malestares estomacales, problemas dermatolégicos, etc., formando parte esencial en la

medicina tradicional de diversas regiones como la India, América y China.

Las propiedades medicinales de las especies de Capsicum estédn relacionadas con la
presencia de compuestos bioactivos como capsaicinoides, compuestos fendlicos, vy
carotenoides, entre otros, presentes en los frutos de los chiles (Oboh y Rocha, 2008; Adedayo
et al., 2010). Diversos estudios han demostrado que especies de Capsicum contienen una
amplia gama de compuestos fitoquimicos como las vitaminas C, A y E, compuestos fendlicos,

capsaicinoides y carotenoides con propiedades antioxidantes y/o antimicrobianas.

Por otra parte, autores como Ribeiro et al. (2007) mencionan la presencia de péptidos
antimicrobianos en Capsicum annuum L., que pueden actuar sobre la organizacién celular de la
pared celular de ciertas levaduras de importancia médica afectando la formacién de

pseudohifa, representando una alternativa para la generacion de nuevos medicamentos.
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2.3.1. CAPSAICINOIDES PRESENTES EN Capsicum

El consumo de chile se debe principalmente a su sabor pungente o picante, causado por
la presencia de capsaicinoides. Las diferentes especies de Capsicum pueden variar en grado de
picor, lo que se relaciona con la capacidad de acumular capsaicinoides. El chile habanero
(Capsicum chinense) es considerado el de mayor picor. Sin embargo, algunas variedades de
Capsicum pueden alcanzar niveles similares, como es el caso del Chiltepin (Montoya-Ballesteros

et al. 2010).

Los principales capsaicinoides son capsaicina, dihidrocapsaicina,
norcapsaicina,nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina, los cuales se
diferencian por la longitud de sus cadenas alifaticas (Lambert y Sum, 2006). De estos
compuestos, la capasicina (N-((4-hidroxi-3-metoxifenil)metil)-8-metil(6-nonenamida) y la
dihidrocapsaicina (N-((4-hidroxi-3-metoxi-fenil)metil)-8-metilnonanamida) aportan mds de 90%
del total del picor (Manirakiza et al. 2003). Los capsaicinoides se sintetizan y acumulan en el
tejido de la placenta. Su estructura quimica consiste en un nucleo fendlico unido mediante un
enlace amida a un acido graso. La porcién fendlica es la vainillilamina, que se forma a partir de
la fenilanalina por medio de la ruta de los fenilpropanoides, El dcido graso se forma a partir de
aminodcidos de cadena lateral ramificada, ya sea valina o leucina. Las diferencias estructurales
de los diversos capsaicinoides residen en la naturaleza de la cadena lateral que puede ser de 9 u
11 carbonoos de largo, con un numero variable de enlaces dobles colocados en diferentes

posiciones (Vazquez-Flota et al., 2007).
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Los capsaicinoides, ademas de participar en el picor del fruto, son compuestos que
presentan diferentes actividades bioldgicas con efectos benéficos para la salud humana, entre
las que destacan la estimulacion del sistema cardiovascular (Govindarajan y Sathyanarayana,
1991), la capacidad anti-inflamatoria (Anogianaki et al., 2006), y efecto anticancerigeno (Choi
et al.,, 2006; Reyes-Escogido et al., 2011). Ademas es el ingrediente activo para armas de
seguridad como gases lacrimégenos (Busker y van Helden, 1998). Estudios previos han
reportado que la actividad bioldgica de estos compuestos depende de la longitud de la cadena

lateral, la cual es alta principalmente entre los carbonos 8 y 9 (Barbero et al., 2010).

Por otra parte, se ha reportado la capacidad antioxidante de los capsaicinoides en
diferentes tipos de chile, como en chile bell rojo (Guil-Guerrero et al., 2006), chile picante rojo
(Materska y Perucka, 2005), jalapefios y serranos (Alvarez-Parrilla et al., 2011). Evidencias
experimentales reportan que esta actividad antioxidante se debe a que actian como donadores

de hidrégeno.

Ademas de estas propiedades, los carotenoides presentan actividad antimicrobiana.
Massod et al (1994) establecieron que la actividad antimicética mostrada por Capsicum
annuum se debié a la capsantina y la capsaicina. Wilson et al. (1997) reportaron que las
variedades de Capsicum annuum, C. chinense y C. frutescens inhibieron hasta en un 90% la
germinaciéon de esporas de Botrytis cinerea. Similares resultados fueron registrados por
Kraikruan et al (2008) quienes al probar diferentes concentraciones de capsaicina encontraron
gue la inhibicién de la germinicacién del conidio de Colletotrichum capsici, ocurre a dosis de 50
ppmy 100 ppm.
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Moreno-Limoén et al. (2012), reportaron que los extractos de chile piquin (Capsicum
annumm L. var aviculare) inhibieron significativamente el crecimiento radial de Aspergillus
flavus. Por su parte, Veloso et al (2013) reportaron la presencia de una actividad antimicrobiana
de la capsaicina frente a cinco especies de hongos y nueve aislados de dos especies de
oomycetos, sugiriendo que la cadena lateral de capsaicinoides presentan mayor actividad

inhibitoria que la parte fendlica del compuesto.

o Capsaicina Dihidrocapsaicina

Figura 2.1. Estructura quimica de los capsaicinoides

2.3.1. COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN Capsicum

Las principales funciones de los compuestos fendlicos en las células vegetales son las de
actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como
agentes protectores frente a diferentes tipos de estrés causados por agentes abidticos
(radiacion, sequia, sustancias quimicas) y bidticos (ataque por patdgenos), siendo secretados
como mecanismo de defensa (Cohen y Kennedy, 2010). En general son sintetizados por la via
del acido shikimico o la via del dcido maldnico. Su estructura quimica esta conformada por
anillos aromaticos con grupos hidroxilo; lo que les da una alta actividad antioxidante (Figura
2.1.). Son hidrosolubles, ya que en su mayoria estdn unidos a azucares formando glucésidos

(Chrestel et al., 2000).
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Entre los compuestos fendlicos naturales se encuentran los fenoles monociclicos, o

acidos fendlicos, los flavonoides, los fenilpropanoides, las quinonas fendlicas y las coumarinas.

Los acidos fendlicos y los flavonoides se diferencian principalmente en que los acidos
fendlicos tienen un anillo Unico al que se le unen diversos grupos sustituyentes como grupos
hidroxilo, carboxilo y metilo; mientras que los flavonoides estdn formados por mas de dos
anillos fendlicos (Croteau et al., 2000). Los acidos fendlicos son derivados hidroxilados del acido
benzdico y del acido cindmico. Los derivados del acido benzdico son los acidos protocatéico,
galico, vanilico, hidroxibenzdico vy siringico. Mientras que los acidos derivados del cindmico son

el caféico, ferulico, o-cumarico, sindptico y p-cumarico (Mattila y Kumpulainen, 2002).

OH

Figura 2.2. Estructura quimica del fenol.

Los flavonoides son polifenoles que poseen al menos 2 subunidades fendlicas (Figura
2.2.). Los compuestos que tienen 3 o mdas subunidades fendlicas se denominan taninos
(Robbins, 2003). Estos compuestos son derivados fendlicos sintetizados en cantidades

sustanciales por las plantas.
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Comprenden alrededor de 4000 compuestos identificados, son derivados hidroxilados,
metoxilados y glicosilados de la 2-fenilbenzopirano, que consiste en dos anillos benceno
combinados por mediaciéon del oxigeno contenido en el anillo pirano.

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la
estructura individual y del nimero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular. En
los flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molécula de grupos orto

dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 y C3 en conjunto con la posicién 4-oxo en el

anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funciéon 4-oxo en los anillos A y C (Velioglu et al., 1998). Los
taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que los fenoles

monoméricos simples (Hagerman et al., 1998).

Figura 2.3. Estructura quimica basica de los flavonoides.
Los compuestos fendlicos estan presentes en una gran diversidad de chiles, tanto en
formas libres como unidas. Aquellos que presentan enlaces tipo PB-glucdsidos, pueden
sobrevivir la digestion estomacal, logrando alcanzar el colon, lugar donde son liberados y

ejercen su efecto benéfico (Oboh y Rocha, 2008).
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Entre los compuestos fendlicos que contribuyen a reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, asi como actividad contra alergias, inflamacidn, hipertension, artritis, entre
otros, se encuentra el resveratrol, dcido gdlico y quercetina (Yao et al., 2007).

Estudios recientes realizados por Materska y Perucka (2005) en el pericarpio de cuatro
cultivares de Capsicum annuum L., encontraron que la fraccion de flavonoides y dacidos
fenolicos presentes en estos cultivares participan de manera importante en la capacidad
antioxidante de los frutos. Por su parte, Al-Fartosy y Zearah (2013) encontraron que
flavonoides obtenidos de Capsicum annum L. mostraron efectos bactericidas frente a bacterias
gram positivas (Staphylococcus aureus, y Streptococcus aureus) y negativas (Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, y E. coli). No obstante, es importante considerar que el
efecto de estos compuestos puedn variar de acuerdo al tipo de cultivar, estado de madurez,
condiciones de cultivo y manipulacién poscosecha, afectando la actividad antioxidante vy
antimicrobiana presente en los frutos (Alvarez-Parilla et al., 2011). Trabajos realizados por
Butcher et al. (2012), demostraron la presencia de una variacién en el contenido de flavonoides
y capsaicinoides en frutos de seis cultivares de chile habanero al crecer en ambientes
especificos. Lo cual abre la posibilidad de emplear las variaciones de estos compuestos en
programas de mejoramiento de estos cultivares de chile habanero u otras especies de

Capsicum.

18



Por su parte, Khan et al. (2013), encontraron que el establecimiento de asociaciones de
hongos endodfitos (Penicillium resedanum LK6) con plantas de chile (Capsicum annuum L.),
también pueden favorecer la sintesis de flavonoides como daidzina, daidzeina y m-glicitina, los
cuales ayudan a disminuir el efecto de altas temperaturas en la planta, al reducir procesos de
lipoperoxidacidn

2.3.2. CAROTENOIDES EN Capsicum

Los carotenoides son un grupo de compuestos bioactivos de gran importancia en
diversos organismos. Estos compuestos son importantes pigmentos naturales encontrados en
una amplia diversidad de plantas, algas, bacterias y hongos, ademds de algunos animales
(Hornero-Méndez et al., 2000). En organismos fotosintéticos, estan presentes en un complejo
denominado pigmento-proteina de los fotosistemas; donde atrapan la luz y transfieren la
energia a las clorofilas, jugando un papel importante como foto- proteccién de las moléculas
clorofilicas (Hirschberg, 2001). Estos son responsables de los colores atractivos en flores, frutas
y vegetales; coloracidon amarilla, naranja y rojo (Deli et al., 2001). Ademas juegan un importante
papel en atraer animales para actuar como polinizadores y agentes de dispersion a través de las
semillas. En su consumo por el ser humano, presentan acciones bioldgicas como antioxidantes,
qgue al atrapar radicales libres, logran reducir el riesgo de enfermedades crdonico degenerativas.
Ademads, algunos de ellos (B- caroteno, B- criptoxantina, etcétera) tienen actividad de

provitamina A (Della y Pogson, 2006).
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Las actividades de proteccion antioxidante incluyen la desactivacion de los radicales
libres y la captura de especies de oxigeno reactivas como el oxigeno molecular singulete.
Quimicamente los carotenoides son tetraterpenoides de 40 atomos de carbono, una estructura
simétrica y lineal formada por ocho unidades isoprenoides de 5 carbonos. Su biosintesis es a
partir de isopentenil pirofosfato, lo que produce caracteristicas estructurales mas evidentes,
presencia de dobles enlaces conjugados, asi como ramificaciones de grupos metilo; situados en

posiciones constantes (Bartley y Scolnik, 1995; Maoka et al., 2001).

Existen dos clasificaciones importantes de los carotenoides: carotenos (B- caroteno, a-
caroteno, licopeno) y xantofilas (luteina, zeaxantina, capsantina, capsorubina), diferencidndose
en que el primer grupo contiene carbono e hidrégeno, en tanto que el segundo posee ademas

oxigeno (Bartley y Scolnik, 1995; Maoka et al., 2001).

Se han aislado y caracterizado mdas de 600 carotenoides que se encuentran
naturalmente. El caroteno de mayor importancia en las plantas es el B- caroteno, la luteina vy la
xantofila. De las especies de carotenos asociadas a los chiles del género Capsicum, se
encuentran: o y [-caroteno como precursor de vitamina A, violaxantina, capsantina,
capsorubina, y capsantina 5,6-epdxido (Wall et al., 2001). En el proceso de maduracion de las
especies del género Capsicum, se induce la sintesis de carotenoides, los cuales contienen nueve
enlaces dobles conjugados en la cadena central poliénica con diferentes grupos finales
(Hornero-Méndez et al., 2002). Esto conduce a cambios en las propiedades del croméforo de
cada pigmento, lo que permite tener dos clasificaciones isocromaticas: rojo y amarillo

(Hornero-Méndez et al., 2000).
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La fracciéon roja en los chiles del género Capsicum esta representada por la capsantina,
capsorubina y capsantina-5,6 epodxido principalmente; en tanto que la fraccion amarilla
comprende zeaxantina, violaxantina, B-caroteno, y B-criptoxantina (Hornero- Méndez et al.,

2000).

Por otra parte, Hervert-Herndndez et al. (2010) encontraron que durante la digestién in
vitro de frutos de chile de arbol, chipotle, morita y guajillo, la presencia de B-caroteno y
zeaxantina, representan los principales compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes.
Similares resultados fueron registrados por Collera-Zuiiiga et al. (2005), quienes al evaluar la
composicion de carotenoides de tres variedades comerciales de Capsicum annuum (ancho,
guajillo y mulato) encontraron que los principales carotenoides fueron B-caroteno y B-

cryptoxanthina, los cuales son precursores de la vitamina A.

Estudios recientes muestran la presencia de una variaciéon existente entre Capsicum
chinense, C. annuum, y C. frutescens en donde cultivares de coloracion roja presentan altos
niveles de B-caroteno. En contraste, los chiles tipo Serrano, Tabasco y Jalapeio presentan altos
valores de capsantina y ausencia de B-caroteno (Giuffrida et al., 2013). Lo cual indica que la
especie de Capsicum puede influir sobre la presencia y concentracién de un compuesto
bioactivo especifico en los frutos de Capsicum. Los carotenoides presentes en Capsicum que
han mostrado un efecto sobre el crecimiento de hongos (Aspergillus flavus) y la produccion de

sus toxinas (aflatoxinas) son capsantina y capsorubina (Santos et al., 2010).
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Lo anterior ha sido previamente confirmado por Singh y Chittende (2008), quienes
observaron que extractos de Capsicum ricos en capsicina presentaron un efecto antimicdtico
sobre los hongos Sphaeropsis sapinea y Leptographium procerum en condiciones in vitro. Por
otra parte, Xing et al. (2006) demostraron que microcapsulas de capsaicina tienen actividad
antimicotica contra hongos filamentosos como Botrytis cinereay Aspergillius niger a
concentraciones de 590 ug mL™. En donde el modo de accién de este compuesto puede ser
debido a que la capsaicina podriaalterar la permeabilidad de la membrana y generar una
disrupcion de la membrana del microorganismo (Tsuchiya, 2001). En contraste, Fieira et al.
(2013), observaron que el uso de la capsaicina en concentraciones de 122.16 ug mL?, no
reduce la incidencia del moho azul cuando se aplica a manzanas, Unicamente retrasa el

crecimiento del hongo en los primeros 14 dias del ensayo in vivo.

Estos resultados podrian ser debido a propiedades del fruto como nivel de pH, vy
nutrientes presentes como vitaminas y minerales (Vasantha et al., 2006). En este sentido Kurita
et al., (2002) sugieren el uso de técnicas de biologia molecular como microarrreglos de ADN,
para analizar el mecanismo antimicrobiano de la capsaicina y la posible relacién entre genes

claves de estrés osmoético y la biosintesis de la membrana celular.
2.3.3. SAPONINAS EN Capsicum

Las saponinas son una familia de metabolitos secundarios que se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas. Su nombre procede del Latin “Sapo”, debido a las

propiedades detergentes que presenta.
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Las saponinas son consideradas moléculas glicoalcaloides esteroidales o esteroides,
triterpenoides constitutivos con una o mas cadenas de azucares. Sus partes de glicona son
principalmente oligosacaridos, dispuestos ya sea de una forma lineal o ramificada, adheridos a

grupos hidroxilo a través de una unidn acetal (Vincken et al., 2007).

Los triterpenos de saponinas se encuentran distribuidos de forma natural en diferentes
partes de plantas dicotiledéneas, mientras que las saponinas esteroidales son menos
distribuidas y usualmente se observan en familias de monocotileddneas, especificamente en
Dioscoreaceae, Agavaceae y Liliaceae (Lanzotti, 2006; Podolak et al., 2010). En las plantas la
presencia de estos compuestos estd relacionada con su sistema de defensa; ya que diversos
estudios han mostrado que extractos de plantas ricos en saponinas poseen actividad

antimicotica (Barile et al., 2007).

En Capsicum, estudios realizados por De Lucca et al. (2002) aislaron de frutos secos de
Capsicum frutescens L. la saponina CAY- 1, la cual es una saponina tipo esteroidal basada en
gitogenina y cuya estructura quimica la conforman cuatro glucosas y una galactosa adheridas al

carbono numero tres del grupo esteroidal.

Esta saponina en estudios in vitro ha mostrado su actividad antimicética en
concentraciones menores de 20 uM frente a una amplia diversidad de patdgenos tal como:
Aspergillus flavus, A. niger, Colletrotrichum sp, Botrytis sp, Candida albicans, Pneumocystis
carinii, Phomopsis obscurans, P. viticola, Trichophyton y Microsporon canis (Renault et al., 2003;

Stergiopoulou et al., 2006).
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En donde el mecanismo de accidn de la saponina CA-1 esta asociado con su habilidad
para interactuar con esteroles presentes en la membrana del hongo y causar pérdida en la
integridad celular formando poros transmembranales (Podolak et al., 2010). No obstante, aun
cuando existe evidencia cientifica sobre la actividad antimicética de las saponinas, éstas han
sido realizadas principalmente en levaduras y hongos de importancia médica y pocos estudios

se han llevado a cabo en hongos de importancia agricola.

2.4. CONCLUSIONES

Existe informacidn actualizada sobre el incremento de la germinacién del Chiltepin en
condiciones controladas. Es necesario el desarrollo de trabajos encaminados a evaluar los
efectos en el crecimiento, sugiriéndose para ello nuevas investigaciones con la finalidad de

analizar la calidad del fruto y sus semillas.

Asimismo, existe informacion cientifica limitada sobre el contenido de compuestos
bioactivos en Chiltepin, sus propiedades antioxidantes y sus posibles efectos en el control de
enfermedades postcosecha. sSus propiedades en el control de microorganismos estan
relacionadas con la presencia de compuestos bioactivos como saponinas, compuestos fenolicos
y carotenoides. La actividad bioldgica de los compuestos bioactivos presentes en el género
Capsicum puede variar de acuerdo al tipo de cultivar, estado de madurez, condiciones de
cultivo y manipulacion poscosecha afectando la actividad bioldgica en los frutos. Estudios
futuros deben ser encaminados en la evaluacién del impacto de las condiciones edafoclimaticas
en el contenido y actividad bioldgica de las compuestos bioactivos en las especies de Capsicum,

especificamente del Chiltepin.
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CAPITULO I

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y COMPUESTOS BIOACTIVOS EN CHILTEPIN (Capsicum annuum

var. glabriusculum)

RESUMEN

Los compuestos fendlicos, carotenoides (rojos y amarillos), color extractable (pigmentos
totales) y actividad antioxidante en frutos de Chiltepin y Habanero fueron investigados. El chile
Habanero fue significativamente alto en el contenido de fenoles (5.92 + 0.47 mg EAG/g p.s.)
que el chile Chiltepin (4.85 + 0.23 mg EAG/ g p.s.). Por otra parte, el contenido mas alto en
cuanto a actividad antioxidante fue encontrado en el chile Chiltepin (11.10 + 1.6 mg de EAG/ g
de peso seco). En contraste, el chile Habanero presentd los valores mds bajos de actividad
antioxidante total. En este sentido, el chile Habanero presentd el contenido mas bajo (14 mg/ g
de peso seco) de carotenoides (fraccién isocromatica amarilla); mientras que en el chile
Chiltepin se encontraron niveles mas altos de la fraccidén isocromatica amarilla (36 mg/ g de
peso seco). Finalmente, el Chiltepin presentd el valor mds alto de color extractable (80
unidades ASTA) que el Habanero (40 unidades ASTA). Por lo tanto, el chile Chiltepin y Habanero

son buenos prospectos para desarrollar variedades con niveles altos de compuestos bioactivos.

Palabras clave: chile Chiltepin, chile Habanero, compuestos fendlicos, contenido de

carotenoides, color extractable, actividad antioxidante.
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3.1. INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERO/ERN), son esenciales para el
suministro de energia, desintoxicacion, sefiales quimicas y funcién inmune (Rodriguez-
Maturino et al., 2012). Son continuamente producidos en el cuerpo humano y controlados por
enzimas enddgenas (superdxido dismutasa, peroxidasa glutatién y catalasa). No obstante,
cuando existe una sobre-produccidén de estas especies, una exposicion a sustancias oxidantes
externas o un fallo en los mecanismos de defensa; el dafio a biomoléculas valiosas (ADN,
lipidos, proteinas) puede ocurrir (Aruoma, 1998). Diversos estudios han demostrado que el
consumo de vegetales, frutas o sus derivados proporcionan una amplia variedad de sustancias
fitoquimicas (antioxidantes) que pueden estar asociadas con la reduccién de enfermedades
degenerativas como diabetes, riesgo coronario, y ciertos tipos de cancer (Tamimi et al., 2005;
Valko et al., 2007).

Entre los diversos fitoquimicos que pueden estar presentes en las plantas, se tiene a los
compuestos fendlicos en formas libres y unidas. Los de tipo unido, principalmente en la forma
de B- glucdsidos, presentan una estructura que les permite mantenerse estables durante su
paso en el sistema digestivo humano, lo cual garantiza que lleguen al colon intactos para
posteriormente ser absorbidos y ejercer su bioactividad (Oboh y Rocha, 2007). Entre las
hortalizas que representan un alto impacto por su valor comercial y cultural se tiene al chile

(Capsicum annuum L.) (Valadez- Bustos, 2009).
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Los frutos de las especies de chile son conocidas por ser una fuente importante de
compuestos bioactivos como carotenoides y compuestos fendlicos que desempeiian un papel
relevante como precursores de vitamina A y como antioxidantes (Antonious et al., 2006). Se
conocen alrededor de 20 a 30 especies de Capsicum pero Unicamente cinco (Capsicum annuum
L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L. y C. pubescens Ruiz & Pavon) han sido
domesticadas y cultivadas (Pino et al.,2006).

Entre las plantas de la familia Solanacea, el chile Chiltepin (Capsicum annum L. var.
glabriusculum) es cosechado y consumido principalmente en la parte noroeste de México. En
contra parte, el consumo del fruto del chile Habanero (Capsicum chinense Jacq.) se limita
principalmente a la regidn suroeste de México. En estudios recientes, Forero et al. (2009)
determind en el chiltepin que el contenido de compuestos volatiles (hexil isopentanoato, hexil
2- metilbutanoato, limoneno, hexil isohexanoato, (E)-2- hexanal, isopentil isopentanoato y (2)-
3- hexenil isopentanoato) es mucho mayor en etapas verdes que en frutos rojos. Por otra parte,
Montoya- Ballesteros et al. (2010) observd que frutos de chiltepin en etapas de madurez rojas y
verdes presentaron diferencias en el color, pungencia, asi como en el contenido de capsaicinay
dihidrocapsaicina.

En tanto, Antonious et al. (2006) reportaron que frutos de chile Habanero son conocidos
por ser excelentes fuentes de fitoquimicos, incluyendo vitaminas A y C, compuestos fendlicos,
flavonoides y carotenoides. Adicionalmente, varios estudios han estimado que el género
Capsicum, son el segundo vegetal mas consumido por la poblacién Mexicana después de los
tomates con un consumo de aproximadamente 7 a 9 kg/ persona por afio (Ornelas-Paz et al.,

2008; Alvarez-Parrilla et al., 2011).
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Por lo tanto, es importante caracterizar el contenido de compuestos bioactivos de
ambas especies, principalmente del Chiltepin que es consumido por la poblacién mexicana. Por
lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar los compuestos fendlicos,
color extractable (pigmentos totales) y actividad antioxidante presente en frutos deshidratados
de chile Chiltepin y su respectiva comparacién con el chile Habanero.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. COLECTA DE FRUTOS

Frutos frescos de Chiltepin (C. annuum L. var. glabriusculum) y Habanero (C. chinense)
respectivamente, fueron comprados en mercados regionales de Mexicali, México. Los frutos de
cada tipo de chile fueron lavados, y la porcién comestible de muestras frescas fueron secadas

usando un horno eléctrico de conveccién forzada a 65 °C por 24 horas.

3.2.2. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

El contenido de fenoles totales en frutos de ambos tipos de chile fue determinado con el
reactivo Folin-Ciocalteau de acuerdo al método de Slinkard y Singleton (1977), modificado por
Khandaker et al. (2008), usando acido galico como un compuesto fendlico estandar. Para ello,
300 mg de biomasa seca fue macerada en un tubo eppendorf, con 1.5 mL de metanol (80%), a 4
°C y centrifugados a 14000 rpm. La mezcla de reaccion consistié de mezclar 30 plL del extracto
obtenido con 90 pL de Na,CO3y 150 pL del reactivo Folin- Ciocalteau en un microplato con 96

pOZzos.
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Después de 30 minutos, las lecturas de absorbancia fueron realizadas a una longitud de
onda de 725 nm en un espectrofotdmetro KC- 4 (Biotek 2 ® Instruments, Inc. Winooski, Vt.). El
contenido de fenoles totales de muestra fue expresado como mg equivalentes de acido galico
por gramo de peso seco (mg EAG/ g p.s.) a través de la curva de calibracion con acido gélico (0 a

300 pg/ mL).

3.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Este ensayo esta basado sobre la reduccién del Mo (VI) a Mo (V) por el extracto y
subsecuente formacion de un complejo verde fosfato/ Mo (V) a pH acido (Prieto et al., 1999). El
extracto (0.1 mL) fue mezclado con 3 mL de la solucién reductora (0.6 M acido sulfurico, 28 mM
de fosfato de sodio y 4 Mm de molibdato de amonio). Los tubos fueron incubados a 95 °C por
90 minutos. La mezcla fue enfriada a temperatura ambiente, y la absorbancia de la solucion fue
leida a 725 nm (Thermo Scientific Genesys 20) contra el blanco. La capacidad antioxidante fue
expresada como mg de equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg EAG/ g peso

seco).

3.2.4. MEDICIONES DEL COLOR EXTRACTABLE

La determinacidn se realizé de acuerdo al proceso metodoldgico propuesto por The
American Spice Trade Association (ASTA). Muestras individuales de 0.3 g de frutos de ambos
chiles previamente molidos fueron mantenidos en 100 mL de acetona (Sigma Chemical CO., St.

Louis, MO, USA).
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La mezcla fue agitada y mantenida en oscuridad por un periodo de 6 horas a
temperatura ambiente. Una alicuota de esta solucion fue usada para la medicién
espectrofotométrica (Thermo Scientific Genesys 20) a 460 nm. Las unidades ASTA fueron

calculadas de la siguiente manera: ASTA 20= Absorbancia 16.4 |/ Peso de las muestra (g)

Donde | es un factor de correccién para el aparato, el cual es calculado de la absorbancia de una

solucién estandar de dicromato de potasio, sulfato de amonio y sulfato de cobalto.

3.2.5. MEDICIONES DE CAROTENOIDES ROJOS Y AMARILLOS.

Las fracciones isocromaticas de carotenoides rojos (R= capsantina y capsorrubina) y
amarillos (A= B- caroteno, B- criptoxantina, zeaxantina) de carotenoides totales fueron
evaluadas de acuerdo al método reportado por Hornero- Méndez y Minguez- Mosquera (2001).
Los carotenoides de Chiltepin y Habanero fueron extraidos de muestras deshidratadas
colocando 300 mg de muestra en 30 mL de acetona con agitaciéon constante por una hora en
oscuridad. La mezcla homogenizada fue centrifugada a 6000 rpm por cinco minutos. El
sobrenadante fue separado y la absorbancia fue leida a 472 (amarillo) y 508 (rojo) nm usando
un espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 20). Las mediciones de carotenoides rojos y

amarillos fueron expresadas como mg/ 100 g de peso seco.

3.2.6. SEPARACION E IDENTIFICACION DE CAROTENOIDES DE CHILTEPIN
La separacion y cuantificacion de los carotenoides se realizd con el método desarrollado
por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1994). El método emplea una columna de fase

reversa de Cyg y un sistema de elucion binario de acetona y agua.

30



La metodologia fue la propuesta por Hornero-Méndez et al., (2000), usando inicialmente 75%
de acetona e incrementdndose la concentracién hasta 95% por 5 min, manteniendo la
concentracion por 7 min. La velocidad de flujo fue de 1.5 mL/min, y la inyeccién de la muestra
fue de 20 pL y medida a 450 nm. Los carotenoides se identificaron comparando sus tiempos de
retencién con los obtenidos para los estandares comerciales: capsantina, a-caroteno y B-

caroteno (Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO.).

3.2.7. EXTRACCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR HPLC EN CHILTEPIN Y

HABANERO

Los compuestos fendlicos presentes en Chiltepin y Habanero fueron obtenidos mediante
una extraccién metandlica. Para ello se pesaron 300 mg de biomasa y se mezclé con una
solucién de metanol conteniendo 2 g/L de 2,3 ter-butil-4-hidroxianisol (BTH) y 10% de acido
acético en una proporcién de 85:15 (v/v). La mezcla se sénico por 30 min y se llevé a 10 mL con
agua grado HPLC. El producto obtenido se paso a través de un filtro de 0.2 um (Millipore Co.,
MA, USA). El filtrado se recolectd en un tubo de 1.5 mL y se guardaron hasta su uso a -20 °C

cubierto con aluminio para mantener la estabilidad de los compuestos fendlicos.

La deteccidon de los compuestos fendlicos se realizd por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) con gradiente de elucion (GEHPLC), con una bomba de HPLC cuaternaria modelo
9012 equipada con un detector UV modelo 9050 y una columna Prodigy 5u ODS3 100A (250
mm longitud, 4.6 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula) (Ruelas et al., 2006;

Sanchez-Estrada et al., 2009).
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Se utilizaron dos métodos para la separacién de los compuestos fendlicos: a) acidos
fendlicos y b) flavonoides. Para la separacion de los acidos fendlicos se utilizé el gradiente de
elucion mostrado en la tabla 3.1 (Ruelas et al., 2006), empleando metanol grado HPLC J. T.
Baker (solucién A) y acido férmico al 5% mas 95% de agua grado HPLC (solucion B). Se utilizd
una velocidad de flujo de 1 mL/min y se detecta a una longitud de onda de 280 nm. Los acidos
fendlicos se identificaron comparando sus tiempos de retencién con los obtenidos para los
estandares comerciales: acido galico, acido hidrobenzoico, acido vanilico, acido clorogénico,
acido cafeico, acido felurico, acido p-cumadrico, acido sinapico, dcido o-coumarico, y acido

cindmico (Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA).

En el segundo métodos, los flavonoides se separaron utilizando el gradiente de elucidn
mostrado en la tabla 3.2, empleando 95% de metanol grado HPLC (J. T. Baker) maés 5% de
acetonitrilo (solucién A) y acido férmico al 5% mas 95% de agua grado HPLC (solucion B). Se
utilizé una velocidad de flujo de 1 mL/min y se detecté a una longitud de onda de 270 nm

(Justesen et al., 1998; Cervantes-Garcia et al., 2013).

Los flavonoides se identificaron comparando sus tiempos de retencion con los obtenidos
para los estandares comerciales: naringenina, kaempferol, rutina y quercetina (Sigma-Aldrich

Chemical Co. St. Louis, MO.).
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Tabla 3.1. Gradiente de elucién para acidos fendlicos.

Tiempo Solvente A Solvente B
(min) (Metanol 100%) (Acido férmico 5% + Agua 95%)
0 12% 88%
8 24% 76%
22 24% 76%
32 36% 64%
33 36% 64%
42 48% 52%
43 12% 88%
50 12% 88%

Fuente: Modificado de Ruelas et al. (2006).
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Tabla 3.2. Gradiente de elucién para la separacion de flavonoides.

Tiempo Solvente A Solvente B
(min) (Metanol 95% + Acetonitrilo 5%) (Acido férmico 5% + Agua 95%)
0 15% 85%
5 15% 85%
10 30% 70%
15 32% 68%
22 33% 67%
27 50% 50%
39 95% 5%
46 95% 5%
50 15% 85%

Fuente: Modificado de Justesen et al., (1998).
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3.2.8. Analisis Estadistico

Las diferencias significativas entre muestras de frutos de Chiltepin y Habanero fueron

analizadas usando el programa Kruskal-Wallis (Statistical Package version 5.5, Statsoft, USA).

3.3 RESULTADOS

3.3.1. CONTENIDO DE FENOLES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

En este estudio, variaciones significativas fueron observadas en el contenido de
compuestos fenoles totales de diferentes especies seleccionadas de Capsicum. En la Figura
3.1a, se puede observar que el contenido de fenoles totales en Chiltepin (4.85 + 0.23 mg EAG/g
peso seco) fue significativamente menor comparado a frutos de Habanero (5.92 + 0.47 mg

EAG/g peso seco).

Por otro lado, en la evaluacidon de la actividad antioxidante total, el chile Chiltepin
(11.10 + 1.6 mg de EAG /g de Peso Seco) presentd actividades antioxidantes significativas
(p<0.05) con respecto al chile Habanero (8.20 + 0.6 mg of EAG /g de peso seco) que presentd
valores bajos de actividad antioxidante total (Figura 3.1b). En este sentido, el orden de
actividad antioxidante total de los extractos de los chiles puede ser visto como Chiltepin>

Habanero.
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Figura 3.1 Contenido de fenoles totales (a) y actividad antioxidante total (b) de chile Chiltepiny

Habanero.

3.3.2. CONTENIDO DE CAROTENOIDES ROJOS Y AMARILLOS

Los carotenoides estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, los cuales tienen
importantes funciones en las plantas. En el presente estudio, los resultados del andlisis

presentan que el Chiltepin tiene niveles altos de carotenoides, con respecto a chile Habanero,
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particularmente en términos de fraccién isocromatica amarilla lo cual incluye carotenoides de
la Pro- vitamina A (B- caroteno y B- criptoxantina) y en menor concentracién la fraccion roja
isocromdtica la cual incluye capsantina y capsorubina (Fig. 3.2.) El andlisis no paramétrico
ANOVA Kruskal-Wallis presentd diferencias significativas en concentraciones unidades ASTA

entre ellas para el Chiltepin (p< 0.01).

Figura 3.2 Valores de carotenoides (fraccion roja isocrémica y fraccion amarilla isocromica) de

chile Chiltepin y Habanero, respectivamente. Medias + ES; n = 3.

3.3.3. COLOR EXTRACTABLE

Alternativamente, los analisis del color extractable (Unidades ASTA 20) fueron usadas
como medida del contenido total del pigmento. En el presente estudio el Chiltepin fue
caracterizado por acumular altas concentraciones de unidades ASTA con respecto al chile
Habanero (Fig. 3.3). El analisis no paramétrico ANOVA Kruskal-Wallis presentdé diferencias

significativas en concentraciones de unidades ASTA entre ellos (P=0.014).
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Figura 3.3 Cambio en el color extractable (unidades ASTA) de frutos de chile Chiltepin y

Habanero. Medias + ES; n = 3.
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3.3.4. IDENTIFICACION DE CAROTENOIDES, ACIDOS FENOLICOS, Y FLAVONOIDES EN

CHILTEPIN

En la figura 3.4, se muestra el cromatograma correspondiente a la separacion de los

estandares de los carotenoides por HPLC.
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Figura 3.4. Cromatograma tipico de HPLC de estandares de carotenoides a 450 nm. Picos: (1):
capsantina; (2): a-caroteno y (3) B- caroteno.

Por otra parte, el andlisis de los acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta
resolucidn, permitié la deteccién de los siguientes estdndares a los siguientes tiempos de
retencién: dcido galico (4.12 min), acido clorogénico (8.36 min), acido caféico (9.914min), acido

p-cumarico (14.06 min), y acido ferulico (18.44 min) (Figura 3.5).
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Al igual que en los acidos fendlicos, el método utilizado para la deteccién de flavonoides
por cromatografia liquida de alta (HPLC), permitid la separacion de los estandares comerciales

de flavonoides utilizados en este estudio (Figura 3.6.)
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Figura 3.5. Cromatograma tipico de HPLC de estandares de acidos fendlicos a 280 nm. Picos

o

(1): acido galico; (2): acido clorogénico; (3) acido cafeico; (4) acido p-coumdrico; (5) acido

ferulico.
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Figure 3.6. Cromatograma tipico de HPLC de los estandares de flavonoides a 280 nm.
Picos: (1) rutina, (2) naringenina, (3) quercetina, (4) Kaempferol.
El andlisis de los extractos de los frutos de Chitepin por HPLC permitid la deteccidn de varios
picos claramente definidos, los cuales al compararse con los tiempos de retencién obtenidos
con los estandares de carotenoides se identificd la presencia de capsantina y a-caroteno
(Figura 3.7 a). Asi mismo, en el caso de los acidos fendlicos se identificé la presencia de los
siguientes acidos: galico, caféico, y ferulico (Figura 3.7 b).
En el caso de los flavonoides, el analisis del extracto de Chiltepin permitié la identificacién de
picos claramente definidos, los cuales al compararse con los tiempos de retencion obtenidos en
los estandares de flavonoides, se identificd la presencia de naringenina, y quercetina (Figura
3.7c).
Por otra parte, el analisis de los extractos de los frutos de chile Habanero mediante HPLC
permitio la deteccién de varios picos claramente definidos, los cuales correspondieron a los

siguientes acidos fendlicos: gdlico, clorogénico, cafeico, vanilico, p-coumarico, hidroxibenzoico
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y ferudlico (Figura 3.8a). Con respecto a los flavonoides presentes en los extractos de Habanero,

el andlisis mostro Unicamente la presencia de quercetina (Figura 3.8 b).
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Figure 3.7 Cromatograma de HPLC de los extractos de Chiltepin indicando la presencia de

carotenoides (a), acidos fendlicos (b) y flavonoides (c).
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Figure 3.8. Cromatograma de HPLC de los extractos de Habanero indicando la presencia de

acidos fendlicos (a) y flavonoides (b).
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3.4. DISCUSION

Los chiles (Capsicum sp) son conocidos por su riqueza en micronutrientes y compuestos
bioactivos (por ejemplo, compuestos fendlicos), y su consumo ha sido distintivamente
reconocido por ser un factor importante para la salud. En el presente estudio, los resultados
observados en Chiltepin son comparables con el contenido de fenoles totales observados en

otras especies (Antonoius et al., 2006).

En este sentido, los resultados presentan que el contenido de fenoles de Chiltepin rojo
fue superior que el contenido de fenoles presente en C. annuum var. aviculare (Tepin) y C.
chinense respectivamente (Oboh y Rocha 2007; Nufez- Ramirez et al., 2011). Esto puede ser
atribuido a la extractibilidad incrementada de compuestos fendlicos debido a la ruptura de las
paredes celulares durante el tratamiento térmico (por ejemplo, 65 °C), lo que puede causar que
los compuestos fendlicos sean liberados con mayor facilidad que en material fresco (Scalzo et

al., 2004; Ornelas-Paz et al., 2008).

Las diferencias en la actividad antioxidante observadas entre los chiles Chiltepin y
Habanero fueron debidas posiblemente a la diversidad y complejidad de compuestos
antioxidantes presentes en los frutos de ambos chiles. En este sentido, varios estudios
presentan que existen diferencias en la actividad antioxidante en chiles, lo cual es atribuido a
diferentes causas como fertilizacién, madurez del fruto y temperatura (Menichini et al., 2009;
Nufiez-Ramirez, 2011; Alvarez-Parrilla et al., 2011). Por otra parte, los resultados obtenidos en
esta investigacion, no presentaron correlacién entre los compuestos fendlicos totales y la

capacidad antioxidante de frutos de Chiltepin y Habanero evaluados respectivamente.
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Es posible que la capacidad antioxidante pudo ser afectada por la presencia de
carotenoides. Estos compuestos pueden actuar como antioxidantes, con funciones que
incluyen proteccién de membranas contra dafio causado por radicales libres y retraso en
procesos de envejecimiento (Bulda et al., 2008). De esta manera, el bajo contenido de
carotenoides de la fraccion roja isocromatica observado en frutos de Chiltepin y Habanero pudo
ser debido a una mutacién (supresion) en los genes los cuales codifican para la enzima sintaza
capsantina- capsorrubina (CCS) que impide la sintesis de pigmentos rojos (Rodriguez-Burruezo
et al., 2009). En consecuencia, frutos de Chiltepin y Habanero contienen unicamente
carotenoides naranjas y amarillos. Estos resultados son importantes debido a que carotenoides
presentes en los chiles particularmente el amarillo/ naranja, (B- criptoxantina y B- caroteno) son

precursores de la vitamina A, con una alta actividad antioxidante (Wall et al., 2001).

No obstante, el presente estudio mostré mediante el analisis de HPLC, la presencia de a-
caroteno, el cual no puede convertirse en retinol en los animales con la misma eficacia que
el B -caroteno (el anillo del a -caroteno no puede convertirse en el organismo en g —ionona);
por lo que, el a—caroteno se transforma en retinol con la mitad de eficiencia que el B -

caroteno (Meléndez- Martinez et al., 2004).

Por otra parte, la presencia de capsantina era de esperarse ya que es un pigmento que
proporciona la coloracién roja al chiltepin. La capsantina es sintetizada durante Ia
carotenogénesis, y se encuentra de forma abundante en las superficies polares de
lipoproteinas, su conversién es mucho mas rapida en el cuerpo humano con respecto al

licopeno (Rodriguez-Burruezo et al., 2009).
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Esta molécula participa como un compuesto funcional debido a su actividad
antioxidante y antitumoral, aunque no presenta actividad de provitamina A. En estudios
epidemioldégicos se ha vinculado el consumo de alimentos ricos en este compuesto con una

reduccion de procesos carcinogénicos en colon (Kim et al., 2009).

En el caso de los compuestos fendlicos, la deteccién del acido cafeico y ferulico es de
gran relevancia ya que estos compuestos estan relacionados con la presencia de un potencial
anticarcinogénico y muestran una alta actividad antioxidante (Gorinstein et al. 2009). Ambos
acidos (cafeico y ferulico) también pueden conjugarse con sacaridos, reaccionar con 6xidos de
hidrogeno y proteger a las membranas fosfolipidicas de la peroxidacidon por radiacion UV
(Staniforth et al., 2006). En el caso de flavonoides la presencia de quercetina y naringenina
estan relacionada con una alta actividad antioxidante y agente protector de dafio a las
membranas por radicales libres y proteccién de células del cerebro que permiten una mejora
de la memoria (Sun et al., 2007). Adicionalmente, este estudio presentd que los frutos de
ambas especies del genero Capsicum poseen altas concentraciones de unidades ASTA con
respecto al reporte de otras especies de Capsicum (Méndez-Trujillo et al., 2005; Eissa et al.,

2007).

Por tanto, el Chiltepin y Habanero son buenos prospectos para el desarrollo de
variedades con altos niveles de compuestos bioactivos (por ejemplo carotenoides amarillos y
naranjas). Finalmente, el presente estudio proporciona informacidon importante y util para
investigadores a fin de aumentar la capacidad antioxidante y el valor funcional con énfasis en

el chile Chiltepin para industrias alimenticias y nutracéuticas.
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3.5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo presentan que los frutos de chile Chiltepin y Habanero
tienen propiedades antioxidantes altas, por tanto, se considera un vegetal de importancia en la
nutricion humana. Es de importancia saber cual es la contribucidon de un producto alimenticio
en las necesidades nutricionales diarias. Estudios futuros incluiran la identificacién de los
componentes antioxidantes restantes en las fracciones acuosas semi- purificada y el estudio de

los efectos antimicoticos de estos extractos acuosos.
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CAPITULO IV
Compuestos bioactivos de Capsicum annum var. glabriusculum y su efecto en la inhibicion
de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum causantes de enfermedades de poscosecha.

RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto in vitro de saponinas, fenoles y carotenoides
extraidos de frutos de chiltepin sobre hongos de importancia horticola. Los resultados
mostraron que extractos de saponinas afectaron significativamente el numero de esporas al
pasar de 1.6 x 10 ®a58x10° esporas para Alternaria alternata al quinto dia de exposicidon. En
el caso de Fusarium oxysporum, el extracto de saponinas generd un efecto inhibitorio al tercer
dia (26.66%), y no existieron diferencias significativas con respecto a la inhibicidon observada al
final del experimento (24.74%). Los compuestos fendlicos de Chiltepin presentaron una
reduccion de 41.28% del crecimiento de Alternaria alternata durante los primeros tres dias
después de la exposicidon, con respecto al testigo. En el caso de Fusarium oxysporum, los
resultados mostraron un efecto inhibitorio no significativo desde el tercer dia de exposicién,
con un incremento no significativo al quinto dia después de la exposicidn. Por otra parte, el
efecto de los extractos de carotenoides, generaron un efecto inhibitorio de 39.5% a 38.5% en el
crecimiento de Alternaria alternata a los tres y cinco dias respectivamente, después de iniciado
el experimento. Caso contrario se observé en el desarrollo de Fusarium oxysporum, donde las
cepas tratadas con los extractos de carotenoides no generaron efectos inhibitorios significativos

en los primeros dias de exposicion.

Palabras claves: extractos, compuestos bioactivos, chiltepin, hongos fitopatdgenos
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4.1. INTRODUCCION

Las infecciones flngicas son consideradas como las principales causas de podredumbres
en la etapa de poscosecha en frutas y hortalizas durante su almacenamiento y transporte, las
cuales originan pérdidas econdmicas significativas en la fase de comercializacién (Gatto et al.,
2011). Entre los hongos causantes de pudriciones poscosecha en frutas y hortalizas se pueden
mencionar a Alternaria alternata y Fusarium oxysporum (Thomma, 2003; Nur et al., 2011). El
principal método de control de estos fitopatdgenos se basa en el uso de fungicidas quimicos
(Song et al., 2004; Allen et al., 2004). Sin embargo, el incremento de exigencias regulatorias en
el uso de agroquimicos, el incremento de resistencia por parte de los fitopatégenos a los
principios activos de las formulaciones y una mayor conciencia de parte de los consumidores
de contar con alimentos inocuos (Sharma et al., 2009), ha conducido al desarrollo de
alternativas o medidas complementarias para reducir la presencia de hongos poscosecha en las

frutas y hortalizas y el uso de agroquimicos (Chebotar et al., 2009).

Entre las alternativas para reducir la presencia de infecciones fungicas en poscosecha se
tiene el uso de extractos vegetales. Esto debido a que las plantas durante su ciclo de vida
pueden generar diversos productos naturales que estan implicados en la defensa de las plantas.
Estos productos naturales o metabolitos secundarios involucran una serie de fitoquimicos con
actividad antimicrobiana que incluye terpenoides, compuestos fendlicos, fenilpropanoides,

estilbenos, alcaloides y saponinas (Dixon 2001).
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Estos metabolitos secundarios tienen la ventaja de ser rdpidamente degradados en el
suelo, generalmente no presentan un efecto téxico a mamiferos, y pueden ser empleados en el
sistema de agricultura organica y sustentable (Okwu y Nnamdi, 2008). Los compuestos
fendlicos (eg., fenoles y flavonoides) se caracterizan por tener efectos antioxidantes y
antimicrobianos, pueden actuar como reductores de estrés oxidativo y quelatantes de metales

(Pietarinen et al., 2006).

El efecto de estos compuestos se ha observado principalmente en hongos causantes de
problemas de salud en humanos (Candida spp), en donde los mecanismos involucrados pueden
ser la inhibicion de la germinacién de las esporas del hongo (Harborne y Williams, 2000;
Cushnie y Lamb, 2006), asi como la inactivacién de la sintesis de aminodcidos mediante
interferencia en la reaccion entre fosfoenolpiruvato, eritrosa 4 fosfato y produccion de acido
shikimico, lo que resulta en la produccién de triptéfano, evitando la produccidn de fenilalanina
o tirosina (Castro , 2004). Lo anterior fue observado por Pagnussatt et al. (2013) quienes
encontraron que compuestos fendlicos de extractos de microalgas, afectaron el desarrollo de
Fusarium graminearum mediante la inhibicidén de la sintesis de aminoacidos. Las saponinas son
otros metabolitos secundarios con una marcada actividad antimicrobiana y cominmente son
clasificadas como fitoanticipinas, las cuales se encuentran en plantas antes del ataque por
fitopatdgenos (VanEtten et al., 1994). Su actividad antimicdtica es debido a su habilidad para
formar complejos con esteroles generando un incremento en la permeabilidad de membrana

del contenido celular de hongos (Light y van Staden, 2004).
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Por otra parte, la presencia de carotenoides (eg., capsantina y capsorubina) que son
componentes claves que participan en la coloracion roja del género Capsicum spp., durante los
procesos de maduracién pueden llegar a tener un efecto antimicrobiano (Moreno-Limon et al.,
2012). Dewitt et al. (2000), mencionan que la capsicina, la capsicidina, el capsidol, los
capsianésidos y la capsicodendrina, pueden tener propiedades antibacteriales y fungicidas. Por
otra parte, Wilson et al. (1997), observaron una alta actividad antifingica en diversas
variedades de Capsicum annuum, C. chinense y C. frutescens, los cuales inhibieron hasta en un

99% la germinacion de esporas de Botrytis cinerea.

No obstante, estudios sobre el uso del chile Chiltepin (Capsicum annum L. var.
glabriusculum) para el control de fitopatégenos, el cual es cosechado y consumido
principalmente en la parte noroeste de México, son escasos. De tal forma que en el presente
estudio se planted el objetivo de evaluar el efecto in vitro de extractos de frutos de chiltepin

sobre hongos de importancia horticola.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE CHILTEPIN

Chiles de Chiltepin (C. annuum L. var. glabriusculum) fueron obtenidos de mercados
regionales de Mexicali, B.C., México durante el mes de febrero a marzo del 2011. Los frutos se
lavaron con agua destilada por tres ocasiones para eliminar particulas adheridas y fueron
secados a 65 °C por 24 horas en una estufa convencional (GRIEVE, Model LO- 201C, Round

Lake- ILLINOIS USA).
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4.2.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE FRUTOS SECOS DE CHILTEPIN

Para la obtencidn de los extractos de Chiltepin se empled 1 g de muestra deshidratada
de Chiltepin que fue colocado en un tubo de plastico Falcon con capacidad de 50 mL y se
anadieron 10 mL de n- hexano para el caso de saponinas, y el mismo volumen de acetona para
el caso de compuestos fendlicos y carotenoides. Las muestras se dejaron en reposo por 24
horas en un shaker electrénico bajo oscuridad (Environ shaker lab line 3527, Melrose Park, IL,
USA). Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm, 18 min a 20 °C, y al
finalizar el sobrenadante fue colectado en un nuevo tubo de 50 mL. El sobrenadante fue
nuevamente sujeto a 2 subsecuentes extracciones repitiendo los pasos anteriores de agitacion
y centrifugacidn. Posteriormente, el sobrenadante obtenido fue colocado en rota-evaporador
para eliminar el solvente. El producto obtenido fue colocado en campana de extraccidon por
toda la noche para permitir que todo el solvente fuera evaporado. Finalmente, las muestras
obtenidas fueron almacenadas hasta su posterior uso.

4.2.3. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Cultivos de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum aislados previamente de tejidos
infectados de muestras vegetales fueron crecidos en agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en
inglés), e incubados a 27 °C. Los patégenos fueron identificados macro y microscépicamente, de
acuerdo a las claves reportadas por Simmons (2000), y Leslie y Summerell (2006). Subcultivos
de los fitopatogenos en PDA fueron realizados de acuerdo a lo propuesto por Tsror et al., (2001)

para mantener viable las cepas de patédgenos a emplear.
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4.2.4. ACTIVIDAD ANTIMICOTICA EFECTO DEL EXTRACTO DE CHILTEPIN EN EL

CRECIMIENTO MICELIAL DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS

La evaluacion de la actividad antifungica se realizé mediante la técnica del pozo
en agar. Para ello se prepararon placas de petri con medio de cultivo agar papa-
dextrosa (PDA). En el centro de la placa se colocd un pequeiio circulo de agar mas
micelio tomado de cada una de las cepas a evaluar. Posteriormente en cada placa de
petri se realizaron seis perforaciones de 5 mm de didmetro distribuidas en las orillas de
cada placa, en las cuales se colocd respectivamente 30 uL de una concentracion
estandarizada de 100 mg/mL del extracto de saponinas, compuestos fendlicos y
carotenoides, considerando los trabajos de Riaz et al. (2009), y Kappel et al. (2008). Los
ensayos fueron realizados por triplicado para cada uno de los hongos evaluados. Las
placas se incubaron a 25+2°C por cinco dias, tomando como resultado positivo la
aparicion de un halo de inhibicién del crecimiento micelial alrededor de las
perforaciones. La actividad inhibitoria de cada tratamiento se midié cada 24 h por
cinco dias y los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicidon de
crecimiento comparado con el control (0% de extracto) usando la siguiente férmula:

DC - DT

(%) Inhibicion de crecimiento = T e 2 100

Donde DC= diametro del control y DT= didmetro de la colonia del hongo tratado con

extracto de acuerdo a Pandey et al., (1982).
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4.2,5. EFECTO DEL EXTRACTO DE CHILTEPIN EN EL NUMERO DE ESPORAS

GERMINADAS DE Alternaria alternata y Fusarium oxysporum

El efecto de los extractos de saponinas, compuestos fendlicos, y carotenoides
obtenidos de Chiltepin sobre la germinacion de esporas se realizé mediante el conteo
del niumero de esporas germinadas posterior a la aplicacidén de los extractos. Para tal
fin se prepard una suspension de esporas de 1 X 10° esporas/mL a partir de cultivos de
cinco dias de edad de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, respectivamente.
Posteriormente, se preparé una solucion de 100 mg/mL del extracto de cada
compuesto biactivo (saponinas, compuestos fendlicos, y carotenoides). Los extractos
preparados se adicionaron a la suspensién de esporas preparadade cada hongo
fitopatégeno (1 X 10® esporas/mL). Alicuotas de 10 pL de cada suspensién de esporas
tratada con los extractos, se colocaron por triplicado en porta objetos y se incubaron
en una camara humeda a 25 °C. Se monitoreé la germinacién de esporas mediante la

examinacion al microscopio en objetivo de 40X, cada 24 horas por cinco dias.

4.2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd un disefo completamente al azar con tres repeticiones y se realizo el
anadlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de a = 0,05 (p < 0,05).
Ademas, se realizd una comparacién de medias con la prueba de Tukey utilizando el

paquete estadistico SAS, (2000).
4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efecto de los extractos de Chiltepin en el crecimiento micelial
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En este estudio las saponinas extraidas de Chiltepin mostraron un efecto inhibidor en

el crecimiento micelial de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum.

En la Figura 4.1 se puede observar que el crecimiento de A. alternata fue
inhibido en un 18.35 y 18.76%, al tercer y quinto dia de exposicién al extracto de
saponinas, respectivamente. Sin embargo, estos porcentajes no fueron diferentes
significativamente.  Asimismo, las saponinas ejercieron un efecto inhibidor en
Fusarium oxysporum, observandose una inhibicién del crecimiento micelial de 26.66 y
24.74%, al tercer y quinto dia, respectivamente. Estos porcentajes de inhibicion fueron
mayores en F. oxysporum con respecto a A. alternata, indicando que las saponinas de

Chiltepin ejercieron un mayor efecto antimicdético en F. oxysporum.

W Alternaria alternata B Fusarium oxysporin
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Inhibicionde crecimiento de hongos

Dias de exposiciona saponinas de Chiltepin

Figura 4.1 Efecto de las saponinas de Chiltepin sobre el crecimiento micelial de hongos

fitopatdgenos a los cinco dias de exposicion.
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La Figura 4.2 muestra los resultados obtenidos del efecto de los compuestos
fendlicos de Chiltepin sobre A. alternata y F. oxysporum. Se observé que estos
compuestos inhibieron el crecimiento micelial de A. alternata, registrandose valores
del 41.28 y 38.46% a los tres y cinco dias después de la exposicion, respectivamente;

porcentajes que no fueron diferentes significativamente.

W Adlternariaalternata B Fusariumoxysporum

15

10 -

Inhibicion de crecimiento de hongos fitopatogenos (%o)
(8]
h

Dias de exposicion a fenoles totales de Chiltepin
Figura 4.2 Efecto de los compuestos fendlicos de Chiltepin sobre el crecimiento

micelial de hongos fitopatégenos a los cinco dias de exposicidn.

En el caso del hongo Fusarium oxysporum, los compuestos fendlicos ejercieron
un menor efecto inhibitorio al observarse que su crecimiento fue inhibido enun 2.5y

4.8%, a los tres y cinco dias después de la exposicion.
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En este caso, los compuestos fendlicos ejercieron un mayor efecto inhibitorio
en A. alternata con respecto a F. oxysporum. Por otra parte, los carotenoides extraidos
de Chiltepin también generaron un efecto inhibitorio en los hongos fitopatégenos
evaluados. El crecimiento micelial de A. alternata fue inhibido en un 39.5 y 38.5% a los
tres y cinco dias después de la exposicion, respectivamente. Sin embargo, estos
porcentajes no fueron diferentes significativamente. Caso contrario se observo en el
crecimiento de F. oxysporum, donde los carotenoides ejercieron un bajo efecto
inhibitorio en las cepas tratadas con los extractos en los primeros tres dias de
exposicion. No obstante, al quinto dia se observé un mayor efecto inhibidor (20.3%) en
el crecimiento de este fitopatdgeno (Figura 4.3).

45 +
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Figura 4.3 Efecto de los carotenoides de Chiltepin sobre el crecimiento micelial de

hongos fitopatdgenos después de cinco dias de exposicion.
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4.3.2 Efecto de los extractos de Chiltepin en el nimero de esporas germinadas

Los diferentes extractos de Chiltepin fueron evaluados sobre la germinaciéon de
esporas de dos hongos fitopatdgenos de importancia horticola, observandose que el
numero de esporas germinadas disminuyd en forma diferencial como respuesta a los
extractos. El efecto de las saponinas de Chiltepin en la germinacién de esporas de
hongos fitopatdgenos a los cinco dias después de la exposicion, es mostrado en la

Figura4.4

W _{Jternariaalternata ™ Fusarium oxysporum
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0.00E+00 -

Dias de exposicion a saponinas de Chiltepin

Figura 4.4 Efecto de las saponinas del Chiltepin sobre el nimero de esporas

germinadas de hongos fitopatégenos, a los cinco dias después de la exposicion.
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Las saponinas ejercieron un efecto inhibidor significativo en A. alternata al
disminuir el nimero de esporas germinadas de 1.6 x 10 ® a 5.8 x 10 ° al quinto dia de

exposicion, lo cual indica un 63.75% de inhibicién en la germinacién de esporas.

Asimismo, las saponinas presentaron un efecto inhibidor en el numero de
esporas germinadas de F. oxysporum, observdndose una disminuciéon de 7.1 X 10° a
2.9 x 10° de esporas germinadas, correspondiendo éstos valores a un 60% de

inhibicion.

La Figura 4.5, presenta los resultados del efecto de los compuestos fendlicos de
Chiltepin sobre el nimero de esporas geminadas de los hongos fitopatdgenos a los
cinco dias después de la exposicidn. Se registré un efecto inhibitorio en A. alternata, al
disminuir el nimero de esporas germinadas de 1.13 x 10’ a 5.7 x 10° al quinto dia de

exposicion, lo cual representa un 49.56% de inhibicion.

En el caso de F. oxysporum, los resultados mostraron que los compuestos
fendlicos también presentaron un efecto inhibidor en la germinacién de esporas de
este fitopatdgeno. Se observd una disminucion en el nimero de esporas germinadas
de 1.0 X 10" a 0.95 X 107, a los cinco dias de exposicién. Sin embargo, esta disminucion

no fue significativa.
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Figura 4.5. Efecto de los compuestos fendlicos de Chiltepin sobre el nimero de

esporas germinadas de hongos fitopatdgenos a los cinco dias de exposicion.

Por otra parte, los carotenoides extraidos de Chiltepin generaron un efecto

inhibitorio en la germinacion de esporas de ambos fitopatégenos a los cinco dias

después de la exposicidon (Figura 4.6). Se observé una disminucion significativa en el

ndmero de esporas germinadas de A. alternata, al disminuir de 1.13 x 10’ a 7.5 x 10°

de esporas germinadas, lo cual representd un 33.63% de inhibicion.
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Figura 4.6. Efecto de carotenoides de Chiltepin sobre el nimero de esporas

germinadas de hongos fitopatdgenos, cinco dias después de la exposicion.

Asimismo, los carotenoides ejercieron un efecto inhibidor en F. oxysporum,
observandose que el nimero de esporas germinadas disminuyd significativamente al
pasar de 1.0 X 10" a 1.5 X10° al final del experimento, correspondiendo en este caso a

un 85% de inhibicion.
4.3.3 DISCUSION

Los extractos de plantas pueden ser una alternativa o complemento a los

fungicidas sintéticos para el control de hongos, por las propiedades antimicéticas, baja
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o nula toxicidad y poca persistencia en el ambiente comparado con los compuestos

quimicos (Mabhlo et al., 2010; Corato et al., 2010).

Recientemente la presencia de metabolitos secundarios en las especies de
Capsicum, se han asociado con compuestos bioactivos con propiedades

antimicrobianas (Brito-Argaez et al., 2010).

En este estudio se pudo observar que las saponinas, compuestos fendlicos y
carotenoides extraidos de Chiltepin ejercieron un efecto inhibidor en los hongos
fitopatogenos Alternaria alternata y Fusarium oxysporum. Este efecto inhibidor fue
observado tanto en el crecimiento micelial como en la germinacidon de esporas,
encontrandose que los diferentes extractos presentaron mayor inhibicion en la

germinacién de esporas con respecto al crecimiento micelial.

Ambos fitopatdgenos presentaron una inhibicidn en su crecimiento micelial por
efecto de las saponinas; sin embargo, el efecto fue mayor en el hongo F. oxysporum.
La inhibicidn generada por el extracto de saponinas se podria atribuir a algun tipo de
saponinas que podria formar complejos con los esteroles de las membranas celulares
del hongo y producir grandes poros en las mismas alterando su permeabilidad vy
lisando la célula (Baumann et al., 2000; Simons et al., 2006). Similares resultados
fueron observados al tratar hongos de importancia dermatoldgica como Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans y Microsporum canis y la levadura Candida
con las saponinas CAY-1y la SC-2, derivadas de Capsicum frutescens, y Solanum

chrysotrichum, respectivamente. Adicionalmente, en ese estudio se observd una
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disminucién de la germinacién del conidio e hifa, debido a que la saponinas pudieron
generar cambios en las membranas celulares vy afectar la morfologia de la pared
celular ocasionando que la membrana citoplasmatica se separara de la pared y se
desintegrara (Stergiopoulou et al., 2008). Por su parte, De Lucca et al., (2002, 2008)
demostraron cambios en la permeabilidad celular por las dos saponinas mencionadas
anteriormente, obtenidas y purificadas de Capsicum frutescens (chile cayenne) que
afectaron la germinacion de conidios de Aspergillus flavus, A. niger, A. parasiticus, A.

fumigatus, Fusarium oxysporum, F. moniliforme, y F. graminearum.

Por otra parte, el efecto antimicético de los compuestos fendlicos extraidos de
Chiltepin observado en este estudio fue diferente entre los hongos Alternaria
alternata y Fusarium oxysporum, registrandose que éstos compuestos ejercieron un
menor efecto inhibidor en F. oxysporum. Las esporas de Alternaria alternata fueron
mas sensibles al efecto inhibidor de los compuestos fendlicos. Estos resultados
coinciden con los reportados por Ruelas et al. (2006), quienes observaron que la
aplicacion de los acidos fendlicos clorogénico, cafeico y vanilico a una concentracién de
500 mM, inhibié la germinacion de esporas de este patégeno en un 30%. Por otra
parte, los resultados observados en F. oxysporum pueden ser debidos a que este
fitopatdgeno es mas resistente al efecto antimicético de los compuestos fendlicos
presentes en los extractos de Chiltepin. Es posible que la presencia de ciertos
compuestos fendlicos que han mostrado efecto inhibitorio sobre Fusarium spp., se
encuentre en bajas concentraciones en los extractos de Chiltepin. En un estudio
realizado por Ahn et al. (2005), encontraron que el acido galico y metil galato aislados
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de Galla rhois actuan inhibiendo la ruta de sefializacién relacionada con el ciclo de la
adenil ciclasa que participa en la formacidon del apresorio de Magnaporthe grisea.
Similares resultados fueron obtenidos por Carrillo-Parra et al., (2012), en donde
observaron que el incremento de las concentraciones de compuestos fendlicos vy
flavonoides pueden inhibir de manera diferencial a Coniophora puteana y Trametes
versicolor. Estos resultados muestran la posible participacion de los compuestos
fendlicos con la pared celular del hongo inhibiendo la actividad de algunas enzimas
fingicas, afectando la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio
(Vidhyasekaran, 2007). Asi mismo se ha reportado que estos compuestos pueden
formar complejos con proteinas solubles y extracelulares, generando una disrupcion
de la pared celular de los hongos (Harborne y Baxter, 1999). La inhibicién de rutas
enzimaticas vitales como el sistema enzimatico P450 oxidasa dependiente, mediante el
bloqueo de las enzimas hidrolasas esteroidales de esta ruta por flavonoides presentes

en Chiltepin, es otra posibilidad (Treutter, 2005).

La actividad antimicotica de los carotenoides extraidos de Chiltepin, también
fue observado en este estudio. El crecimiento de los hongos Alternaria alternata y F.
oxysporum fue inhibido por la exposicion a los carotenoides, observandose una mayor
inhibicion en A. alternata. Estos resultados concuerdan con estudios recientes
realizados por Moreno-Limén et al. (2012), quienes mencionan que los extractos
etandlicos de frutos de Chiltepin puede tener capacidad inhibitoria del crecimiento de
hongos como Aspergillius flavus, debido a la presencia de capsantina. En este sentido,
estudios realizados por Santos et al. (2010), lograron la disminucién del crecimiento y
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produccién de aflatoxinas de Aspergillius flavus, al usar una mezcla de carotenoides
denominado Capsantal FS-30 a base de capsantina y capsorubina. La actividad
antimicrobiana de los carotenoides ha sido poco estudiada. Cucco et al. (2007),
sugirieron que el B-caroteno puede llevar a la acumulacién de lisozimas, las cuales
pueden digerir las paredes celulares bacterianas y de esa forma ejercer un efecto

antibacterial.

Sung et al (2007), indicaron que el carotenoide licopeno causdé un dafio
significativo en las membranas de Candida albicans, resultando en la destruccion de la

integridad de la membrana.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar que la actividad
antimicodtica de los extractos de Chiltepin se presentd de manera diferencial, siendo los
compuestos fendlicos y carotenoides los que presentaron mayor efecto inhibitorio en
A. alternata; mientras que las saponinas ejercieron el mayor efecto inhibidor en F.
oxysporum. Estos resultados sugieren que los compuestos bioactivos de Chiltepin
presentan cierta especificidad en su efecto antimicético sobre diversos hongos

fitopatogenos.

Por otra parte, se debe considerar que las propiedades quimicas de los
solventes tales como polaridad pueden impactar diferencialmente en la eficiencia de
los compuestos bioactivos. En este sentido, Bae et al. (2012), reportaron que el uso de
diferentes solventes (hexano, acetato de etilo, acetona, metanol y metanol-agua)

puede afectar la capacidad antioxidante de compuestos bioactivos presentes en chile.
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Por lo que futuros estudios deben ser encaminados a evaluar el efecto antimicético de
las saponinas, compuestos fendlicos y carotenoides, presentes en Chiltepin usando
diferentes mezclas de solventes. La evaluacion del efecto antimicético de los extractos
de Chiltepin en otras especies de hongos de importancia agricola, también debe ser

considerada, asi como la posible realizacidon de pruebas en condiciones de campo
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